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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
ACN acetonitril  
10-HDA 10-hidroksi-2-decenojska kislina  
trans-10-hidroksideka-2-enojska kislina (IUPAC) 
DPPH∙ 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 
DPPH2 difenilpikrilhidrazin 
ED50 koncentracija antioksidantov, ki je potrebna, da pri reakcijskih pogojih zniža 
začetno koncentracijo DPPH∙ za 50 %  
FS fenolne spojine 
F-C Folin-Ciocalteu 
FL flavonoidi 
FRAP test, s katerim ugotavljamo sposobnost redukcije preiskovanih spojin (ang. 
Ferric reducing antioxidant power) 
GA galna kislina 
HACCP analiza tveganja in ugotavljanja kritičnih kontrolnih točk (ang. Hazard 
Analysis Critical Control Points) 
HET hesperetin 
HED hesperidin 
KV  koeficient variacije 
LC-MS tekočinska kromatografija, sklopljena z masnim spektrometrom 
MeOH metanol 
MRJP glavni proteini matičnega mlečka (ang. Mayor Royal Jelly Proteins) 
MM matični mleček 
-OH hidroksilna skupina 
SD standardni odklon  
SPE ekstrakcija na trdni fazi 
SFS skupne fenolne spojine  
SFSE skupne fenolne spojine po ekstrakciji na trdni fazi 
TED50 čas, ki je potreben, da dosežemo ED50 
TFC Turbo-flow kromatografija 
  povprečna vrednost  
Xmax največja vrednost 
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Matični mleček je izloček hipofaringealnih in mandibularnih žlez čebel delavk vrste Apis 
Mellifera, starih 6 do 15 dni. Je izrednega pomena za preživetje matice in s tem cele vrste. 
Iz vseh jajčec se lahko razvije matica, vendar se to zgodi le v primeru, če so čebele skozi 
celoten stadij ličinke tretirane in hranjene kot matice. Matice živijo 5-6 let in so v tem času 
izredno plodne, oprašijo se le enkrat, jajčeca pa zalegajo celotno življenje. Nasprotno se 
čebele delavke hranijo z medičino in cvetnim prahom in živijo le 35-60 dni (Kozmus, 
2005). Stocker in sod. (2006) so ugotovili, da ima matični mleček v razvoju čebel podobno 
vlogo kot jo ima mleko pri sesalcih.  
 
Matični mleček deluje antibakterijsko, protivnetno, antioksidativno in antikarcinogeno. 
Njegova izjemnost temelji na vsebnosti 10-hidroksi-2-decenojske kisline (10-HDA), 
specifične maščobne kisline, katere drugje ne najdemo. Prav tako k biološki aktivnosti 
matičnega mlečka prispevajo fenolne spojine (FS) in proteini matičnega mlečka. Matični 
mleček se uveljavlja na vseh področjih živilske in kozmetične industrije ter farmacije. 
Sama sestava je v veliki meri odvisna od geografskega področja in metode pridobivanja. 
Matični mleček lahko kot naravni antioksidant kljubuje pojavu oksidativnega stresa, 
avtooksidacije, pomaga zaščititi imunski sistem in upočasni staranje (Pasupuleti in sod., 
2017). 
 
Slovenski matični mleček je bil zaenkrat analiziran v sklopu preliminarne raziskave 
(Štaudohar, 2014) in aplikativne raziskave, ki jo izvaja Čebelarska zveza Slovenije s 
podizvajalci (Kandolf Borovšak in sod., 2017), kjer so določili osnovno sestavo matičnega 
mlečka (vsebnost vode, pepela, kislin, maščob, beljakovin, sladkorjev) in vsebnost 
maščobnih kislin, vključno z 10-HDA, medtem ko vsebnost FS in antioksidativna 
učinkovitost še nista znani. V tuji literaturi obstaja le nekaj podatkov o vsebnosti skupnih 
in posameznih FS v matičnem mlečku.  
1.1 NAMEN DELA 
Poleg osnovne kemijske sestave tudi vsebnost fenolnih spojin in antioksidativna 
učinkovitost opredeljujeta kakovost matičnega mlečka. Zato bomo v okviru magistrskega 
dela na vzorcih slovenskega matičnega mlečka analizirali naslednje parametre: 
- vsebnost skupnih in posameznih FS, 
- antioksidativno učinkovitost,  
- vsebnost 10-HDA.  
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
- Pričakujemo, da bo vsebnost fenolnih spojin, vsebnost 10-HDA in antioksidativna 
učinkovitost analiziranih vzorcev matičnega mlečka primerljiva s podatki iz 
literature. 
- Zveza med antioksidativno učinkovitostjo in vsebnostjo fenolnih spojin bo 
statistično značilna. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 PRIDOBIVANJE MATIČNEGA MLEČKA 
Postopek pridobivanja matičnega mlečka je zahteven in ga izvaja le malo čebelarjev. Za 1 
kg matičnega mlečka morajo izprazniti vsaj 2000 matičnikov, kar traja okoli 60 ur. 
Njegova občutljivost in zelo majhna količina zahtevata pri pridobivanju veliko spretnosti 
in skrbi za čistočo (Kozmus, 2005). Brez dvoma sta ključna pogoja za pridobivanje čistega 
matičnega mlečka neuporaba kemijskih sredstev za zatiranje varoj in upoštevanje »smernic 
dobrih higienskih navad po načelih HACCP« pri pridobivanju in skladiščenju (Kandolf 
Borovšak in sod., 2017). 
 
Količina pridelanega mlečka je odvisna od pričetka in časa pobiranja. Družine se morajo 
spomladi čim prej razviti do polne moči, saj s tem omogočijo hitrejši začetek mlečkarske 
sezone. Za izločanje matičnega mlečka morajo čebele zaužiti veliko medu in cvetnega 
prahu, zato največ mlečka proizvedejo v obdobju najizdatnejših paš. Mlečkanje po 
prenehanju medenja je možno le ob dodatnem krmljenju čebel. Kitajski čebelarji jih 
hranijo z mešanico medu in sirupa. Cvetni prah je zelo pomembno hranilo za čebele, saj 
spodbuja izločanje matičnega mlečka. Ko ga v naravi primanjkuje, ga je potrebno dodajati 
čebelam, a smo s tem izpostavljeni dodatnemu tveganju – ropanju čebeljih družin 
(Xianmin in sod., 2003). 
 
Pri proizvodnji matičnega mlečka damo v mediščni prostor v panju 3 do 4 sate zalege,  
med sate z zalego pa lesen okvir, v katerem je letvica z matičniki. V matičnike vcepimo 
čebelje ličinke, z namenom, da jih čebele dojilje preskrbijo z matičnim mlečkom (Chen in 
Chen, 1995). Cepljene ličinke ne smejo biti starejše od 24 ur, dobimo pa jih iz zaležnih 
satov katerekoli družine. V primeru, da so te starejše, moramo mleček pobrati prej kot v 72 
urah, sicer maksimalne količine matičnega mlečka ne bodo pridobljene, saj bo matičnik že 
zaprt, mleček pa porabljen. Ličinke je potrebno cepiti na sredino vstavljenega lončka, kjer 
matica leže jajčeca (Xianmin in sod., 2003). Po približno 72 urah ima vsak sprejeti 
matičnik bogato zalogo matičnega mlečka, t.j. od 185 mg do 280 mg (slika 1).  
 
 
Slika 1: Čebelja ličinka v matičnem mlečku (Bogdanov, 2015) 
Vzrejne letvice odvzamemo iz medišča in z ostrim nožem porežemo podaljške matičnikov. 
Iz vsakega matičnika odstranimo ličinke (slika 2) in z vakuumsko črpalko ali leseno palčko 
odstranimo matični mleček in ga shranimo v temno posodo na hladno. V izpraznjene 
matičnike ponovno vcepimo mlade čebelje ličinke in letvice vstavimo na staro mesto med 
zalego. Vsakih 9 do 12 dni zamenjamo sate iz medišča z novo zaleženimi sati iz plodišča. 
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Slika 2: Odstranjevanje čebeljih ličink (Bogdanov, 2015) 
2.2 SESTAVA MATIČNEGA MLEČKA 
Sestava matičnega mlečka je dokaj kompleksna. Sestavljajo ga voda, maščobe, maščobne 
kisline, sladkorji, beljakovine, aminokisline, organske kisline, steroli, estri, fenolne 
spojine, minerali, elementi v sledovih in drugo (Sabatini in sod., 2009; ISO 2016; 
Štaudohar, 2014; Kandolf Borovšak in sod., 2017).  
 
Sestava je odvisna od sezonskih in okoljskih dejavnikov (Ramadan in Al-Ghamdi, 2012). 
Na vsebnost ogljikovih hidratov in maščob ima sezona velik vpliv, manjši pa na vsebnost 
beljakovin in vode, medtem ko vsebnost pepela in vrednost pH nista odvisna od sezonskih 
vplivov (Wongchai in Ratanavalachai, 2002). Na vsebnost sladkorjev vpliva med drugim 
čas pridobivanja (Ramadan in Al-Ghamdi, 2012). Do razlik v sestavi matičnega mlečka 
prihaja predvsem zaradi različne prehrane in starosti čebel, rase čebel ter od načina 
pridobivanja in shranjevanja matičnega mlečka (Sabatini in sod., 2009).  
 
V preglednici 1 je predstavljena osnovna sestava matičnega mlečka. Standard ISO (2016) 
navaja dva tipa matičnega mlečka, ki se razlikujeta glede na način hranjenja čebel. Tip 1 
predstavlja matični mleček, ki je bil proizveden s strani čebel, hranjenih izključno s 
cvetnim prahom, nektarjem in medom, matični mleček tipa 2 pa proizvajajo čebele, 
hranjene z že omenjenimi naravnimi hranili ter dodatno s proteini, ogljikovimi hidrati… 
Matični mleček vsebuje tudi pelod rastlin, na katerih so čebele nabirale pelod in nektar, 
zato lahko na osnovi pelodne analize sklepamo na njegovo poreklo (Sabatini in sod., 2009; 
Kandolf Borovšak in sod., 2017). 
 
Rezultati dosedanjih analiz slovenskega matičnega mlečka so v skladu s predlogom 
standardne sestave, ki jo navajajo Sabatini in sod. (2009) ter vrednostmi, ki jih navaja ISO 
standard (ISO, 2016) (preglednica 1).  
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 Preglednica 1: Sestava svežega in liofiliziranega matičnega mlečka  
Parameter 
Predlog standardne sestave 
(Sabatini in sod., 2009) 
ISO (2016) 




















Voda (g/100 g) 60,0 – 70,0 < 5,0 62 – 68,5 62,0 - 66,7 64,5 – 67,8 
Lipidi (g/100 g) 3,0 – 8,0 8,0 – 19,0 2 - 8 4,44 – 6,19 4,59 – 7,65 
10-HDA (g/100 g) >1,4 >3,5 ≥1,4 2,32 - 3,23 2,48 – 3,26 
Beljakovine 
(g/100 g) 
9,0 – 18,0 27,0 – 41,0 11 - 18 11,6 – 13,6 11,66 – 12,74 
Fruktoza (g/100 g) 3,0 – 13,0 / 2 - 9 / 2,3 – 4,5 
Glukoza (g/100 g) 4,0 – 8,0 / 2 - 9 / 3,4 – 5,3 
Saharoza (g/100 g) 0,5 – 2,0 / < 3,0 / / < 0,5 – 2,0 
Erloza (g/100 g) / / < 0,5 / / < 0,5 – 0,8 
Maltoza (g/100 g) / / < 1,5 / / 0,5 – 0,6 
Maltotrioza 
(g/100 g) 
/ / < 0,5 / / / 
Skupni sladkorji 
(g/100 g)  
/ / 7,0 – 18,0 / 8,9 – 10,7 
Pepel (g/100 g) 0,8 – 3,0 2,0 – 5,0 / 0,94 – 1,23 0,94 – 1,08 
Vrednost pH 3,4 – 4,5 3,4 – 4,5 / 4,08 – 4,48 3,73 – 3,87 
Kislost (ml 0,1 M 
NaOH/g) 
3,0-6,0 / 3,0 – 5,3 3,27 – 4,46 3,74 – 4,51 
/: ni podatka 
2.2.1 Voda 
Voda predstavlja v matičnem mlečku od 60 do 70 % celotne mase, zato je pomemben 
parameter kakovosti in je vedno del kontrole kakovosti matičnega mlečka. Sabatini in sod. 
(2009) navajajo, da je matični mleček kljub visoki aw vrednosti mikrobiološko dokaj 
stabilen. V liofiliziranem matičnem mlečku vsebnost vode znaša manj kot 5 g/100 g. 
Konstantna vsebnost vode je zagotovljena že znotraj čebelnjaka z nenehnimi zalogami 
matičnega mlečka s strani čebel dojilj, naravno higroskopnostjo matičnega mlečka ter 
prizadevanjem celotne kolonije čebel za ohranitev okoljske vlažnosti. Vsebnost nekaterih 
netopnih komponent v matičnem mlečku lahko obrazložimo z variacijami v vsebnosti 
vode. 
 
Čas pobiranja matičnega mlečka je pri oceni kakovosti le-tega zelo pomemben, saj vpliva 
na vsebnost vode v matičnem mlečku. Vsebnost vode v matičnem mlečku naj bi bila 
največja med 24 in 48 urami po cepitvi ličink, naraščanje se upočasni 72 ur po cepljenju 
(Zheng in sod., 2010). Četrti dan po cepljenju ima matični mleček manj kot 50 g vode/100 
g, prvi dan po cepljenju pa manj kot 60 g/100 g (Kanelis in sod., 2015).  
2.2.2 Proteini in peptidi 
Proteini in peptidi predstavljajo od 17 do 45 % suhe snovi matičnega mlečka. Njihovi 
biološki učinki in mehanizmi delovanja v večini še niso poznani. Vsebnost prostih 
aminokislin je zelo majhna; le od 0,6 do 1,5 g/100 g, kjer največji del zavzemata 
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glutaminska kislina in tirozin. Pri skladiščenju matičnega mlečka (4 °C, 10 mesecev) ni 
značilnih razlik v vsebnosti aminokislin, medtem ko koncentracija prolina in lizina po 
daljšem skladiščenju na sobni temperaturi naraste, kar lahko pripišemo proteolitični 
encimski aktivnosti (Sabatini in sod., 2009; Boselli in sod., 2003).  
 
Matični mleček vsebuje še prolin, serin, fenilalanin, aspartat, ß-alanin (Sabatini in sod., 
2009) in protein apisin, ki vzpodbuja delitev človeških monocitov (Watanabe in sod., 
1998). V preglednici 2 so zabeleženi deleži posameznih aminokislin v proteinih matičnega 
mlečka (Bǎrnutiu in sod., 2011). 
 
Preglednica 2: Vsebnost posameznih aminokislin v matičnem mlečku (Bǎrnutiu in sod., 2011) 




Tirozin  4,9 
Prolin  3,9 
Metionin  3,7 
Triptofan  3,4 
Arginin  3,3 
Glicin  3,0 
Levcin  3,0 
Serin  2,9 




Treonin  2,0 
Valin  1,6 
Izolevcin  1,6 
Fenilalanin  0,5 
 
Več kot 80 % vseh beljakovin v matičnem mlečku spada v družino proteinov, imenovano 
glavni proteini matičnega mlečka (MRJP, angl. "Major Royal Jelly Proteins") oz. 
apalbumini (Albert in Klaudiny, 2004). Družina vključuje pet predstavnikov (MRJP 1 - 
MRJP 5). MRJP 1 predstavlja 48 % beljakovin, topnih v vodi, in ima poleg hranilne 
vrednosti tudi velik pomen pri oblikovanju pelodnih zrn. Je monomer in se povezuje v 
filamentozne strukture, kar daje matičnemu mlečku gosto strukturo. MRJP 2 ima podobno 
vlogo kot prej opisani MRJP 1, saj je bil prav tako najden v pelodnih zrnih. Skupaj z MRJP 
3 in MRJP 5 igrajo pomembno vlogo pri shranjevanju biološko dostopnega dušika, ki ga 
potrebujejo hitro rastoči organizmi. MRJP 4 in MRJP 5 predstavljata pomemben vir 
aminokislin (Albert in sod., 1999). MRJP naj bi bili izmed vseh sestavin matičnega mlečka 
najbolj pomembni za razvoj čebelje matice, saj vključujejo številne esencialne 
aminokisline (Schmitzova in sod., 1998). 
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Poleg glavnih proteinov so v matičnem mlečku tudi proteini, vključno z antimikrobnimi 
peptidi, ki lahko po zaužitju delujejo v telesu kot regulatorne snovi s podobno aktivnostjo 
kot hormoni (Bǎrnutiu in sod., 2011).  
 
V matičnem mlečku se nahajajo tudi številni encimi, ki so vezani na metabolizem 
ogljikovih hidratov in ostalih spojin. Ti encimi so glukoza oksidaza, invertaza, kisla in 
alkalna fosfataza, α- in β-esteraza, levcin aminopeptidaza, valin aminopeptidaza lipaza, 
fosfoamidaza in superoksid dismutaza (Sabatini in sod., 2009).  
2.2.2.1 Protimikrobno delovanje peptidov 
Matični mleček vsebuje tudi peptide s protimikrobnim delovanjem.  Rojalizin je sestavljen 
iz 50 aminokislin in selektivno deluje proti Gram pozitivnim bakterijam. V matičnem 
mlečku so ga odkrili leta 1990. Znani so še želeini, ki  kažejo antimikrobno delovanje proti 
kvasovkam, Gram pozitivnim in Gram negativnim bakterijam (Fontana in sod., 2004). 
Beljakovine in peptidi imajo tako v matičnem mlečku veliko vlogo v obrambnem 
mehanizmu čebel proti mikrobnim patogenom neposredno z inaktivacijo 
mikroorganizmov, in tudi posredno, preko citokinov, ki uravnavajo prepisovanje 
obrambnih beljakovin in peptidov (Šimúth in sod., 2003). 
 
Eden večjih zdravstvenih problemov je naraščanje števila MRSA bakterij. Nekontrolirana 
uporaba antibiotikov je vodila do razvoja rezistentnih bakterijskih klonov, za katere v 
večini primerov ni ustreznih zdravil. Raziskave v zadnjem času vodijo v smeri odkritja 
novih antimikrobnih sredstev, ki so predvsem naravnega izvora, kot so rastlinski ekstrakti, 
aromatična olja in antimikrobni peptidi, izolirani iz živali. Na podlagi številnih študij o 
antimikrobnem delovanju matičnega mlečka predstavlja le-ta izhodiščno točko za nadaljnje 
raziskave. Aktivne komponente matičnega mlečka in možnost izolacije posameznih 
sestavin predstavljajo znanstvenikom izziv za razvoj novega izdelka s terapevtskim in 
farmakološkim učinkom, kot nadomestek antibiotikom (Fratini in sod., 2016). 
2.2.2.2 Antioksidativno delovanje peptidov 
Ramadan in Al-Ghamdi (2012) sta iz hidrolizata matičnega mlečka izolirala 29 peptidov z 
antioksidativno učinkovitostjo. Raziskave so pokazale, da so dipeptidi, kot so lizin-tirozin, 
arginin-tirozin, tirozin-tirozin zelo dobri lovilci prostih radikalov. Antioksidativno 
delovanje proteinov v matičnem mlečku je dokazal tudi Xin s sod. (2016) na vinski mušici. 
Glavni razlog podaljšanja življenjske dobe vinske mušice je bilo antioksidativno 
učinkovanje MRJP oz. povečano izločanje superoskid dismutaze v celice. Guo in sod. 
(2009) so potrdili, da peptidi z 2 do 4 aminokislinskimi ostanki in tirozinom na C koncu 
kažejo največjo antioksidativno učinkovitost. 
2.2.3 Maščobe 
Lipidi predstavljajo od 3 do 19 % suhe snovi matičnega mlečka in so njegova druga 
najpomembnejša komponenta (Sabatini in sod., 2009). 80 do 90 % maščobne frakcije 
matičnega mlečka predstavljajo proste maščobne kisline, ostalo pa voski (5-6 %), steroidi 
(3-4 %) in fosfolipidi (0,4 – 0,8 %) (Bogdanov, 2015; Sabatini in sod., 2009; Ramadan in 
Al-Ghamdi, 2012). Maščobne kisline so večinoma kratkoverižne mono- in dihidroksi 
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maščobne kisline z 8-10 ogljikovimi atomi ali dikarboksilne kisline s 14-20 ogljikovimi 
atomi (Genç in Aslan, 1999). 
 
Vsebnost maščob se delno spreminja v odvisnosti od sezone, v primeru tajskega mlečka se 
je najbolj povečala pri prehodu iz hladnega v toplo obdobje oz. zmanjšala pri prehodu iz 
deževne dobe v hladno obdobje (Wongchai in Ratanavalachai, 2002).  
 
Maščobe so pomembna komponenta pri ocenjevanju kakovosti matičnega mlečka in 
določanju pristnosti le-tega. V primeru potvorjenosti matičnega mlečka s sladkorjem se 
zmanjša vsebnost beljakovin in maščob ter poveča vsebnost sladkorjev, matični mleček 
postane netopen v alkalnem mediju (Fratini in sod., 2016). 
 
Glavna predstavnica nenasičenih maščobnih kislin je 10-HDA. Ima antitumorski in 
protimikrobni učinek, čemur priča nizek odstotek bakterij v matičnem mlečku. Predstavlja 
32 % vseh maščobnih kislin (Ramadan in Al-Ghamdi, 2012). Nekateri avtorji navajajo, da 
znaša vsebnost 10-HDA v matičnem mlečku okoli 50 % vseh maščobnih kislin (Antinelli 
in sod., 2002; Ferioli in sod., 2014). V raziskavi Kandolf  Borovšak in sod. (2017) so 
ugotovili, da je delež 10-HDA v matičnem mlečku slovenskega porekla znašal 59 do 61 % 
vseh maščobnih kislin. Kemijska struktura omenjene kisline je prikazana na sliki 3. 
 
 
Slika 3: Kemijska struktura 10-HDA (Ramadan in Al-Ghamdi, 2012) 
Vsebnost 10-HDA je odvisna od izvora in lastnosti čebel, načina pobiranja matičnega 
mlečka in temperatur skladiščenja (Ferioli in sod., 2007). Liu in sod. (2008) navajajo, da je 
največja vsebnost 10-HDA v matičnem mlečku 24 ur po pobiranju 2 do 3 dni starih ličink.  
Vsebnost 10-HDA se zmanjšuje z naraščajočo temperaturo skladiščenja, vendar povezava 
med vsebnostjo te kisline in časom skladiščenja, ne glede na temperaturo, ni bila dokazana. 
Nizke temperature upočasnijo razgradnjo 10-HDA, zato njene vsebnosti ne moremo 
uporabljati kot parameter svežosti matičnega mlečka. Antinelli in sod. (2003) so kljub 
temu preučevali svežost matičnega mlečka glede na vsebnost 10-HDA. Ugotovili so, da se 
matični mleček, ki vsebuje vsaj 1,8 g 10-HDA/100 g smatra kot svež in pristen. 
 
Ponekod po svetu je vsebnost te maščobne kisline tudi zakonsko predpisana. Tajska 
zakonodaja določa 1,5 g/100 g kot minimalno vsebnost 10-HDA v svežem matičnem 
mlečku, 1,4 g/100 g velja za Kitajsko (Zhou in sod., 2007). V Koreji zakonsko predpisana 
vrednost 10-HDA ne sme biti manjša od 1,6 g/100 g, v liofiliziranem matičnem mlečku pa 
enaka ali večja od 4,0 g/100 g (Kim in sod., 1989). Bakan in sod. (2013) za matični mleček 
iz različnih evropskih držav navajajo vrednosti 10-HDA med 1,37 in 3,32 g/100g. Kanelis 
in sod. (2015) za grški matični mleček navajajo precej širše območje vsebnosti, od 0,8 do 
6,5 g 10-HDA/100 g. ISO standard (2016) navaja minimalno vsebnost 1,4 g/100 g za svež 
matični mleček. Dosedanji rezultati vsebnosti 10-HDA za slovenski matični mleček 
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obsegajo vrednosti od 2,32 do 3,21 g/100 g (Štaudohar, 2014) oz. 2,48 do 3,26 g/100 g 
(Kandolf Borovšak in sod., 2017).  
2.2.4 Ogljikovi hidrati 
Ogljikovi hidrati predstavljajo 30 % suhe snovi matičnega mlečka oz. približno 11 do 23 
g/100 g matičnega mlečka. Najbolj zastopana sta monosaharida glukoza, ki se nahaja v 
koncentracijah 3 do 13 g/100 g in fruktoza, ki zavzema vrednosti od 4 do 8 g/100 g 
(Ramadan in Al-Ghamdi, 2012).  
 
Koncentracija saharoze, erloze, maltoze, izomaltoze v matičnem mlečku je odvisna od 
načina hranjenja čebel. V primeru hranjenja čebel z naravnimi hranili kot so nektar, cvetni 
prah in med, se v matičnem mlečku nahaja <3 g/100 g saharoze, <0,5 g/100 g erloze, <1,5 
g/10 g maltoze in <0,5 g/100 g maltotrioze. V primeru hranjenja čebel z naravnimi hranili 
in dodatno s proteini ter ogljikovimi hidrati, pa za vsebnost omenjenih sladkorjev v 
matičnem mlečku ni podatkov (ISO, 2016). Wytrychowski in sod. (2013) so ugotovili, da 
znaša vsebnost skupnih sladkorjev v matičnem mlečku francoskega porekla, v primeru 
hranjenja čebel z naravnimi hranili, 13,1 g/100 g, vsebnost fruktoze 4,6 g/100 g, glukoze 
5,8 g/100 g, saharoze 0,16 g/100 g, erloze 0,04 g/100 g, maltoze 0,24 g/100 g, maltotrioze 
pa niso določili. V primeru hranjenja čebel s sladkorji in proteini je znašala vsebnost 
skupnih sladkorjev 14,5 g/100 g, fruktoze 3,6 g/100 g, glukoze 5,9 g/100 g, saharoze 1 
g/100 g, erloze 0,25 g/100 g, maltoze 1,3 g/100 g, maltotrioze pa 0,28 g/100 g). 
 
Tekom skladiščenja pride s pomočjo encima invertaze do hidrolize saharoze v glukozo in 
fruktozo, kar je dober pokazatelj svežosti matičnega mlečka (Pavel in sod., 2015). 
2.2.5 Minerali 
Minerali predstavljajo v svežem matičnem mlečku od 0,8 do 3 % mase. Glavni elementi so 
kalij, fosfor, žveplo, natrij, kalcij, aluminij, magnezij, cink, železo, baker in mangan. V 
sledeh (0,01 do 1 mg/100 g) se nahajajo nikelj, krom, kositer, antimon, volfram, talij in 
bizmut. Vsebnost natrija znaša med 11 in 14 mg/100 g (Bogdanov, 2015). Koncentracijo 
nekaterih elementov regulirajo čebele delavke glede na potrebe čebelje ličinke. Na 
koncentracijo težkih kovin pa naj bi imela velik vpliv biološka dostopnost in fiziološki 
vpliv rastline (Stocker in sod., 2005). 
 
Elementi, ki se nahajajo v matičnem mlečku, so odvisni od zunanjih dejavnikov (okolje, 
pridobivanje hrane, obdobje pridobivanja matičnega mlečka) in notranjih dejavnikov 
(biološke lastnosti čebel) (Ramadan in Al-Ghamdi, 2012). 
2.2.6 Vitamini 
V matičnem mlečku se nahajajo predvsem vitamini skupine B. Sem spadajo riboflavin (0,5 
- 2,5 mg/100 g), tiamin (0,1 - 1,7 mg/100 g), niacin (4,5 - 19 mg/100 g) in folna kislina 
(0,01 - 0,06 mg/100 g). V zelo spremenljivih koncentracijah se v matičnem mlečku 
nahajajo tudi piridoksin (0,2 - 5,5 mg/100 g), biotin (0,15 - 0,55 mg/100 g), pantotenska 
kislina (3,6 - 23 mg/100 g) in inozitol. V sledeh je mogoče najti tudi vitamin C. Vitaminov, 
topnih v maščobah, matični mleček ne vsebuje (Bogdanov, 2015).  
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V študiji Bǎrnutiu in sod. (2011) so ugotovili, da je v matičnem mlečku od vitaminov 
skupine B, največji delež pantotenske kisline (52,8 mg/100 g), sledijo vitamin niacin (42,4 
mg/100 g), piridoksin (11,9 mg/100 g) in tiamin (2,06 mg/100 g). 
 
Glavni vir vitaminov v matičnem mlečku je cvetni prah, ki ga uživa čebela. Količina 
vitaminov je tako odvisna od sezonskih sprememb oz. količine cvetnega prahu na rastlinju 
(Chen in Chen, 1995; Sabatini in sod., 2009). 
2.2.7 Fenolne spojine 
Fenolne spojine (FS), proste ali v obliki glikozidov (prevladujejo derivati cimetne kisline, 
kumarinov in flavonoidov) so najbolj zastopana skupina spojin, zaslužnih za številne 
zdravju ugodne učinke čebeljih pridelkov. Spadajo v razred kemijskih spojin, ki vsebujejo 
eno ali več hidroksilnih skupin, vezanih na aromatski ogljikov obroč. Poleg –OH skupin so 
lahko na obroč vezane tudi stranske verige. V naravi so običajne spojine z več –OH 
skupinami, zato se je zanje uveljavilo drugo ime – polifenoli. Pri poimenovanju se 
priporoča uporaba porazdelitve po številu C-atomov v molekuli. FS imajo pomembno 
vlogo pri oksidativni in mikrobiološki stabilnosti živil, saj so nekatere fenolne komponente 
močni antioksidanti (Abramovič, 2011). Obstajajo tudi epidemiološke študije, ki 
dokazujejo, da uživanje hrane, bogate s polifenoli, znižuje pogostost srčnih in žilnih 
obolenj. Učinkovitost FS se z večanjem števila hidroksilnih skupin povečuje. Prehransko 
so flavonoidi in tanini najpomembnejše FS (Balasundram in sod., 2006). Delitev FS je 
prikazana na sliki 4. 
 
Slika 4: Shema fenolnih spojin glede na število fenolnih podenot (Robbins in Bean, 2004) 
Flavonoidi so med FS največja skupina. Nahajajo se v zelenjavi, sadju in žitih, stročnicah, 
zeliščih, pijačah rastlinskega izvora (vino, čaj, kava, sokovi, kakav) in tudi v čebeljih 
pridelkih, kamor spada matični mleček. Živali in ljudje jih ne morejo sintetizirati 
(Jovanovič, 1997). So večinoma rastlinski pigmenti, ki se sintetizirajo iz fenilalanina in 
dajo barvo. Za njih je značilno oddajanje fluorescence pri vzbujanju z ultravijolično 
svetlobo. Običajno se nahajajo v vakuolah, nekatere pa tudi v kromo- ali kloroplastih. 
Njihova lastnost je inhibicija rasti bakterijskih sevov, uničenje nekaterih patogenih 
mikroorganizmov, sposobnost zaviranja nekaterih encimov, simulacija nekaterih 
hormonov in lovljenje odvečnih prostih radikalov (Havsteen, 2002).  
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Flavonoidi so sestavljeni iz 15-C atomov s strukturo C6-C3-C6, imenovano flavan (Abram, 
2000). Med seboj se razlikujejo po stopnji oksidacije piranskega obroča, po razporeditvi 
hidroksilnih in metoksi skupin ter po vezanih sladkorjih. Delimo jih na flavone, flavonole, 
flavanole, flavanone, izoflavone in antocianidine (Balasundram in sod., 2006). 
 
Antioksidativna učinkovitost flavonoidov (lovljenje radikalov (O2
ˉ
, HOˉ, HOOˉ), vezava 
kovinskih ionov, aktivacija antioksidativnih encimov, inhibicija oksidaz, odstranjevanje ali 
popravilo oksidiranih molekul) se zviša z večjim številom hidroksilnih skupin na B-obroču 
v molekuli, dvojno vezjo med drugim in tretjim ogljikovim atomom, konjugiranim s 4-
okso skupino na C-obroču, prisotnostjo hidroksilne skupine na tretjem ogljikovem atomu v 
C-obroču ter stopnjo polimerizacije (Rice-Evans in sod., 1996; Abram, 2000; Heim in sod.,  
2002).  
 
Flavonoli, flavanoni in flavoni so glavni flavonoidi, ki se nahajajo v matičnem mlečku 
(Viuda-Martos in sod., 2008). Vir flavonoidov v matičnem mlečku sta cvetni prah in 
nektar. Sem spadajo predvsem luteolin, kvercetin, apigenin in drugi. Flavonoidi, ki izvirajo 
iz propolisa in/ali čebeljega voska pa so pinocembrin, krizin, galangin, itd. (Soler in sod., 
1995). Antioksidativne lastnosti fenolnih kislin in flavonoidov v matičnem mlečku lahko 
predvidimo s preučevanjem prostih vodikov v FS, ki donirajo elektron radikalu in 
prekinejo oksidacijo (Buratti in sod., 2007). 
  
Pri fenolnih kislinah je antioksidativna učinkovitost odvisna od števila in mesta hidroksilne 
skupine glede na karboksilno funkcionalno skupino in se povečuje s številom hidroksilnih 
skupin na benzenovem obroču, zmanjša pa se, če hidroksilno skupino na tretjem in petem 
C-atomu zamenja metoksilna skupina (Balasundram in sod., 2006). 
 
Fenolne kisline se, podobno kot flavonoidi, nahajajo v živilih rastlinskega izvora, žitih, 
začimbah, vinu, čaju, sadju in zelenjavi. Vplivajo na barvo, senzorično kakovost, 
prehranske in antioksidativne lastnosti živil. Izvirajo iz fenilpropanoidnega metabolizma v 
rastlinah in se delijo na dve podskupini: hidroksilirani derivati benzojske in cimetne 
kisline. Med hidroksibenzojske kisline za katere je značilna struktura C6-C1, spadajo galna, 
p-hidroksibenzojska, protokatehuična, vanilinska in siringinska kislina. Te so večinoma 
prisotne v obliki glikozidov. Najpogostejše v podskupini hidroksicimetnih kislin pa so p-
kumarna, kavna, ferulna in sinapinska kislina. Slednje se v rastlinah nahajajo v obliki 
enostavnih estrov s kininsko kislino in glukozo npr. klorogenska kislina. Razlike med 
posameznimi fenolnimi kislinami so majhne in izvirajo iz števila in mesta hidroksilne in 
metoksi skupine na aromatskem obroču (Matilla in Kumpulainen, 2002; Robbins in Bean, 
2004). 
 
Krajši opisi nekaterih FS, prisotnih v matičnem mlečku, in njihovi zdravilni učinki so 
opisani v nadaljevanju.  
 
Galna kislina spada med hidroksibenzojske kisline in je bogata s hidroksilnimi skupinami. 
Pogosto je uporabljena v prehranski industriji kot dodatek, ki preprečuje oksidacijo živil in 
v farmacevtski industriji kot lovilka prostih radikalov. Nahaja se v prosti obliki ali pa kot 
sestavni del tanina. Nahaja se v lubju hrasta, korenini granatnega jabolka in listih zelenega 
čaja. Ameriške raziskave so pokazale, da se je v povprečju na dan zaužije 1 gram (Lu in 
sod., 2006). Kemijska struktura galne kisline je prikazana na sliki 5. 
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Slika 5: Kemijska struktura galne kisline (Wang in sod., 2016) 
Hesperetin je flavonoid. Ima antioksidativno in antikancerogeno delovanje in pomaga  
zaščiti živčevja.  Deluje antikancerogeno in je eden najpomembnejših bioflavonoidov v 
citrusih. Kemijska struktura hesperetina je prikazana na sliki 6 (Devi in sod., 2015). 
 
Slika 6: Kemijska struktura hesperetina (Devi in sod., 2015) 
Hesperidin je glikozid hesperetina in pomemben flavanon, ki se nahaja v citrusih. Med 
kislinsko hidrolizo se lahko pretvori v hesperetin, D-glukozo in L-ramnozo (Devi in sod., 
2015). Kemijska struktura hesperidina je prikazana na sliki 7. 
 
 
Slika 7: Kemijska struktura hesperidina (Devi in sod., 2015) 
Katehin uvrščamo v skupino flavanolov. Ima dva benzenova obroča, na katerih sta vezani 
po dve hidroksilni skupini in piranski obroč s hidroksilno skupino na tretjem ogljiku. 
Katehin ima dva kiralna centra, zato ima molekula štiri diastereoizomere ((+) katehin, (-) 
katehin, (+) epikatehin, (-) epikatehin) (Materska, 2008). Kemijska struktura katehina je 
prikazana na sliki 8. 
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Slika 8: Kemijska struktura katehina (Materska, 2008) 
Rutin spada v skupino flavonolov in je glikozid kvercetina in disaharida rutinoze. Nahaja 
se v številnih rastlinah (ajda, citrusi, jabolka, breskve). Ima širok spekter farmakoloških 
lastnosti (kaže antivirusno aktivnost proti respiratornemu sincicijskemu virusu, poliovirusu 
in virusu Sindbis, tako, da inhibira virusne polimeraze in vezavo virusne nukleinske kisline 
ali virusnih kapsidnih proteinov), ki so bile izkoriščene v humani medicini in prehrani. 
Običajno se uporablja kot antimikrobno, protiglivično in protialergijsko sredstvo za 
zdravljenje različnih kroničnih bolezni, kot so rak, sladkorna bolezen, visok krvni pritisk, 
hiperholesterolemija. Raziskave so pokazale, da lahko rutin izboljša funkcijo endotelija, 
tako, da povečuje vsebnost dušikovega oksida v endotelijskih celicah, pozitivno vpliva na 
nevronske bolezni, povezane z oksidativnim stresom (Al-Dhabi in sod., 2015). Kemijska 
struktura rutina je prikazana na sliki 9.  
 
Slika 9: Kemijska struktura rutina (Viuda-Martos in sod., 2008) 
 
Apigenin je naravna komponenta, ki spada v skupino flavonov. Velik delež se ga nahaja v 
peteršilju, zeleni, največ pa v kamilicah (predstavlja 68 % delež vseh flavonoidov). 
Dokazano je, da ima antioksidativni, protivnetni, antibakterijski, protivirusni, protiglivični 
in antikancerogeni učinek (Salmani in sod., 2017). Kemijska struktura apigenina je 
prikazana na sliki 10. 
 
 
  Slika 10: Kemijska struktura apigenina (Viuda-Martos in sod., 2008) 
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Krizin (5,7-dihidroksi flavon) ima širok spekter farmakoloških in zdravilnih lastnosti, ker 
deluje antioksidativno, protivnetno, antihemolitično, ščiti proti raku in hipertenziji. Zaradi 
pojavljanja v številnih rastlinah in njegovih potencialnih učinkih na zdravje, skupaj z nizko 
sistemsko toksičnostjo, igra bistveno vlogo pri razvoju zdravil in prehranskih dopolnil.  
Njegova uporaba je pogosto omejena, zaradi nizke topnosti v vodi, kar onemogoča njegovo 
biološko uporabnost (Zhu in sod., 2016). V visokih koncentracijah je prisoten v medu, 
propolisu in rastlinskih izvlečkih (Sassi in sod., 2017). Kemijska struktura krizina je 










Galangin je flavonoid, ki se nahaja tudi v korenini tajskega ingverja in propolisu. Zavira 
nastanek tumorskih celic, še posebej raka na dojki (Song in sod., 2017). Ta spojina lahko 
inhibira ciklooksigenazo (COX) in lipo-oksigenazno aktivnost, omejuje delovanje 
poligalakturonaze in zmanjša ekspresijo inducibilne izoforme COX-2. Je antioksidativno 
učinkovit, vpliva pa tudi na delovanje nekaterih virusov (virus herpes simpleksa, koksaki 
virus) in zavira bakterijsko RNA polimerazo. Mehanizem delovanja galangina vključuje 
degradacijo citoplazme membrane bakterij, kar vodi do izgube kalijevih ionov in poškodb, 
ki povzročajo celično avtolizo (Raso in sod., 2001; Rossi in sod., 2002a; Rossi in sod., 









Miricetin je naravni flavonol, ki se nahaja v sadju, zelenjavi, čaju, jagodičevju in rdečem 
vinu. Deluje antikancerogeno, protivnetno, antidiabetično in antioksidativno (Ara in sod., 
2017) 
 
Pinocembrin je flavanon, ki zavira bakterijsko RNA polimerazo (Takaisi-Kikuni in 
Schilcher, 1993). 
 
Kavna kislina je pomembna fenolna kislina, ki se med čebeljimi izdelki v največji meri 
nahaja v propolisu. Zavira bakterijsko RNA polimerazo (Viuda-Martos in sod., 2008). 
Kemijska struktura kavne kisline je prikazana na sliki 13. 
Slika 11: Kemijska struktura krizina (Viuda-Martos in sod., 2008) 
Slika 12: Kemijska struktura galangina (Viuda-Martos in sod., 2008) 
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Slika 13: Kemijska struktura kavne kisline (Viuda-Martos in sod., 2008) 
 
Kvercetin uvrščamo v skupino flavonolov. Molekula ima pet -OH skupin, ki omogočajo 
biološko aktivnost in možne številne izomere. Glavne skupine derivatov kvercetina so 
glikozidi, etri, manj pogosto se pojavljajo sulfati in substituenti prenila. Derivati kvercetina 
so lahko lipofilni, kot tudi hidrofilni. V splošnem so lahko O-metil, C-metil in derivati 
flavonoidov, vključno z derivati kvercetina, lipofilni. Spojina se nahaja v sadju in 
zelenjavi, ki dokazano pozitivno vplivata na zdravje. Je eden najmočnejših antioksidantov 
med polifenoli. Kot ostali flavonoidi ima tudi kvercetin antivirusni, protibakterijski, 
antikarcinogeni in protivnetni učinek. Antikarcinogene lastnosti kvercetina so posledica 
velikega vpliva na povečanje apoptoze mutiranih celic, ki zavirajo sintezo DNA, rast 
rakavih celic, zmanjšanje in spremembo celično signalnih transdukcijskih poti (Materska, 
2008). Kemijska struktura kvercetina je prikazana na sliki 14. 
 
Slika 14: Kemijska struktura kvercetina (Materska, 2008) 
2.3 SENZORIČNE LASTNOSTI MATIČNEGA MLEČKA  
Matični mleček je emulzija rumenkasto-bele barve, gosto tekoča in pogosto nehomogena 
(zrnata, peskasta), zaradi prisotnosti netopnih granul različnih oblik in velikosti (Šimúth in 
sod., 2003). Ima značilen vonj in okus. Vonj je lahko po kislem, po čebeljem vosku, včasih 
neprijeten (po hlevu, po živalih). Okus je kiselkasto-grenak, lahko nekoliko sladek, oster, 
pekoč (Kandolf Borovšak in sod., 2017). Nepravilno skladiščen in star matični mleček 
postane temnejši in pridobi aromo po žarkem. S starostjo se poveča viskoznost, zaradi 
netopnih dušikovih spojin in redukcije topnega dušika in prostih aminokislin. Zato je 
najprimernejše shranjevanje matičnega mlečka v zamrzovalniku, kjer ga ohranimo v 
prvotnem stanju. Je delno topen v vodi in ima nizko vrednost pH (3,4 – 4,5) ter gostoto 1,1 
g/ml. Po pobiranju in v stiku z zrakom postane matični mleček pri temperaturi 15 °C 
rumen (Bogdanov, 2015). 
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2.4 UPORABA MATIČNEGA MLEČKA V HUMANI PREHRANI 
Matični mleček se uporablja v prehrani, zaradi prepričanja, da ima podoben učinek na 
ljudi, kot ga ima na čebele. Uveljavil se je kot funkcionalno živilo, saj ima poleg hranilne 
vrednosti tudi pozitiven učinek na zdravje (Bogdanov, 2015).  
 
Matični mleček je na razpolago v mnogih oblikah; kot samostojen, v kombinaciji z drugimi 
čebeljimi pridelki ali pa kot sestavina raznih prehranskih dopolnil. Večina mlečka s tržišča 
je predhodno zamrznjenega. Pakiran je v temne steklene posodice, ki preprečujejo 
oksidacijo in kvar zaradi sončne svetlobe (Bogdanov, 2015). Matični mleček se, predvsem 
v Aziji, dodaja sadnim sokovom in vitaminskim napitkom. V nekaterih evropskih državah 
ga dodajajo v jogurt, ali pa je pripravljen v obliki ampul, kapsul in tablet. Na trgu so se 
dobro uveljavile predvsem ampule, vendar je njihov rok uporabnosti vprašljiv (Krell, 
1996). 
 
Kljub širokemu naboru omenjenih pripravkov pa je še vedno najučinkovitejše uživanje 
svežega matičnega mlečka (slika 15). Nanesemo ga pod jezik, kjer se nekatere sestavine 
dobro resorbirajo, s tem pa dosežemo največji učinek. En gram matičnega mlečka ima 
prostornino enega koruznega zrna. Nekatere študije trdijo, da je primerna količina 
zaužitega matičnega mlečka na dan med 20 in 200 mg, pri apiterapiji so priporočeni višji 
odmerki; pri otrocih 20-100 mg/dan, pri odraslih pa 200-500 mg/dan (Bogdanov, 2015). V 
študiji Hiroyuki in sod. (2012) so udeleženci 6 mesecev uživali 3000 mg matičnega 
mlečka/dan. Rezultati so pokazali, da se je prisotnim izboljšalo duševno zdravje in 
eritropoeza, povečala se je tudi toleranca do glukoze. Saritaş in sod. (2011) so preučevali 
vpliv različnih količin zaužitega matičnega mlečka na plavalce. Testirani so 30 dni 
prejemali 1000 mg, 2000 mg oz. 500 mg matičnega mlečka, ugotovili so, da ta ni bistveno 
vplival na raven glukoze in holesterola v krvi, prav tako ni bilo vpliva na količino 
nekaterih encimov (laktat dehidrogenaze, kreatin kinaze, aspartat-aminotransferaze, alanin-




Slika 15: Svež matični mleček (Kandolf Borovšak in sod., 2017) 
2.5  FUNKCIONALNE LASTNOSTI MATIČNEGA MLEČKA 
Zdravilno delovanje matičnega mlečka je znano že več tisočletij. Prva poročila o njegovih 
pozitivnih učinkih so se pojavila v zgodnjih petdesetih letih, na podlagi raziskav, 
opravljenih v različnih bolnišnicah in eksperimentih na živalih (Krell, 1996). 
 
  
Rak M.  Fenolni profil slovenskega matičnega mlečka.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
 
16 
Kemijska sestava in biološko aktivne snovi matičnega mlečka še niso v celoti poznane, 
nekateri biološki in terapevtski učinki pa so že bili potrjeni. Matični mleček je eden najbolj 
cenjenih čebeljih pridelkov, ki se zaradi svojega antibakterijskega, antialergenega, 
antitumorskega, protivnetnega in imunomodulatornega delovanja uporablja v tradicionalni 
in moderni medicini. Matični mleček predvsem zaradi vsebnosti flavonoidov deluje 
antioksidativno, protivirusno, protiglivično in kardioprotektivno ter pospešuje celjenje ran 
(Pasupuleti in sod., 2017). Študije na zajcih so pokazale, da ima matični mleček pozitivni 
učinek na večjo plodnost, kvalitetnejša semenčeca ter koncentracijo testosterona, proteinov 
in glukoze v krvi (Ahmadnia H. in sod., 2015). V kitajski in japonski medicini ga zato 
uporabljajo v boju proti diabetesu in za uravnavanje krvnega sladkorja. Taavoni in sod. 
(2014) so dokazali, da matični mleček lajša predmenstrualne bolečine. Seyyedi in sod. 
(2016) navajajo, da matični mleček preprečuje okužbe sečil in izboljšuje kakovost življenja 
pri ženskah v menopavzi ter upočasnjuje procese staranja. Park in sod. (2011) so dokazali, 
da matični mleček pospešuje tvorbo kolagena in s tem varuje povrhnjico človeške kože 
pred škodljivimi ultra-vijoličnimi B žarki. Zavira tudi znotrajcelično oksidacijo (Jamnik in 
sod., 2007). Detienne s sod. (2014) in Honda s sod. (2015) so nakazali, da bi matični 
mleček lahko vseboval sestavine, ki ugodno vplivajo na življenjsko dobo. Največ zaslug 
pripisujejo rojalaktinu (študija na Drosophila melanogaster in C. elegans) in 10-HDA 
(študija na C. elegans). 10-HDA in nasičene dikarboksilne kisline v matičnem mlečku 
delujejo tudi protitumorsko (Oršolić, 2013). Dokazano je bilo, da uživanje matičnega 
mlečka izboljša metabolizem lipoproteinov in zmanjša serumski celokupni holesterol ter 
vsebnost lipoproteinov nizke gostote v krvi (Guo in sod., 2009). 
  
V nekaterih primerih lahko matični mleček vsebuje kontaminente iz okolja, kot so 
organoklorne in organofosforne spojine, karbamati in kloramfenikol (Bogdanov, 2015). 
Uživanje matičnega mlečka lahko v redkih primerih, zaradi prisotnosti alergenov MRJP1 
in MRJP2, vodi do razvoja kontaktnega dermatitisa, astme in anafilaksije  (Rosmilah in 
sod., 2008). 
 
Kljub številnim pozitivnim lastnostim matičnega mlečka so potrebne še raziskave in vitro, 
na živalih in klinične študije, da se dokaže pozitiven učinek matičnega mlečka in njegovih 
sestavin, predvsem na ljudi. 
2.6 SHRANJEVANJE IN KAKOVOST MATIČNEGA MLEČKA  
Poznavanje kemijske sestave matičnega mlečka in sprememb, ki nastanejo med 
skladiščenjem tega čebeljega pridelka, je bistveno za oceno njegove kakovosti. 
Najpogosteje uporabljeni kriteriji kakovosti in pristnosti matičnega mlečka so sestava 
sladkorjev, vsebnost vode, beljakovin in 10-HDA (Sabatini in sod., 2009). Vendar pa sta 
vsebnosti vode in beljakovin preveliki, da bi bila dober pokazatelj njegovega izvora 
(Wytrychowski in sod., 2013). Poleg omenjenih parametrov kakovosti je zelo pomembna 
tudi svežost matičnega mlečka. V primeru nepravilnega skladiščenja, le-ta hitro izgubi 
svojo kakovost, saj je občutljiv na toploto, svetlobo in zrak (Hu in sod., 2017). 
  
V številnih študijah ugotavljajo, da lahko s skladiščenjem matičnega mlečka v zmrznjenem 
stanju preprečimo razpad biološko aktivnih proteinov, ohranijo se hlapne komponente, 
termolabilne komponente pa se ne poškodujejo, zato naj bi bil matični mleček po pobiranju 
shranjen pri -18 ºC ali liofiliziran. Matični mleček v tem primeru ohrani skoraj vse prvotne 
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značilnosti; vse hlapne komponente, termolabilne spojine pa se ne poškodujejo. 
Liofiliziran matični mleček je higroskopičen prah, ki je zelo občutljiv na vlago, zato  ga 
shranjujejo v neprodušno zaprtih posodah. Lahko mu dodajo tudi stabilizator, kot je npr. 
ciklodekstrin 73. Zmrznjen je uporaben tudi do 3 leta, pri tem načinu ostaneta tudi barva in 
viskoznost približno enaki.  Hranjenje v hladilniku pri +4 °C je sicer manj primerno, 
vendar še sprejemljivo. Matični mleček ostane pri takih pogojih stabilen do pol leta. Barva 
se malenkostno spremeni, potemni, viskoznost pa se precej poveča v primerjavi z začetno 
vrednostjo. Shranjevanje na sobni temperaturi ni primerno. Poleg tega, da matični mleček 
vsebuje veliko vode in je zato hitro pokvarljivo živilo, se vidijo spremembe v barvi in 
viskoznosti. Matični mleček zelo potemni, kar je posledica Maillardove reakcije. Možno je 
tudi shranjevanje v argonu, a lahko po daljšem skladiščenju matični mleček postane žarek 
(Bogdanov, 2015).  
 
V eni izmed študij so preučevali kakovost matičnega mlečka, skladiščenega na sobni 
temperaturi, pri 4 °C in -20 °C, v temi in na dnevni svetlobi. Pri skladiščenju na sobni 
temperaturi in dnevni svetlobi je mleček porjavel v roku 2 mesecev, povečala se mu je 
viskoznost in zmanjšala vsebnost prostih aminokislin, potekla je hidroliza saharoze in se s 
tem povečala koncentracija glukoze in fruktoze, pojavile so se večje netopne frakcije 
proteinov in zmanjšala aktivnost encima glukoza oksidaza. Pri temperaturi 4 °C je bila 
Maillardova reakcija skoraj zaustavljena, pri skladiščenju na -20 °C pa sprememb v 
matičnem mlečku ni bilo (Chinshuh in Soe-Yen, 1995).  
 
Sestava matičnega mlečka je dokaj stabilna, vendar ni primeren kriterij za določanje 
njegove svežosti, saj lahko vsebnost posameznih komponent variira. Predlagano je bilo, da 
bi bila vsebnost furozina v matičnem mlečku lahko indikator svežosti. Vsebnost furozina v 
svežem matičnem mlečku je zelo nizka, od 0 do 10 mg/100 g beljakovin. Je produkt 
Maillardove reakcije in se linearno povečuje z višanjem temperature in staranjem 
matičnega mlečka (Bogdanov, 2015). 
 
Kot potencialni parameter svežosti matičnega mlečka navajajo tudi vsebnost prostih 
aminokislin in spremembe v njihovi koncentraciji med skladiščenjem. Količina teh je pri 4 
ºC v času 10 mesecev konstantna, zaradi upočasnjene encimske aktivnosti in Maillardove 
reakcije pri omenjenih pogojih. Pri skladiščenju pri sobni temperaturi pa količina prostih 
aminokislin najprej narašča, nato pa je razgradnja nekaterih (prolin, lizin) večja kot njihova 
tvorba. Zato omenjene proste aminokisline niso primeren indikator za svežost matičnega 
mlečka (Boselli in sod., 2003). 
 
Svežost matičnega mlečka bi lahko določili tudi z vsebnostjo hidroksimetilfurfurala, ali pa 
z določitvijo encimov glukoze-oksidaze ter superoksid dismutaze, saj na njuno aktivnost 
vplivata temperatura in čas skladiščenja (Hu in sod., 2017). Pri 20 ºC in 30 dneh 
skladiščenja se aktivnost encima nekoliko zmanjša, po enem letu pa pride do popolne 
deaktivacije (Boselli in sod., 2003). 
 
Kljub številnim metodam določanja svežosti matičnega mlečka, pa nobena še ni bila 
določena kot standardna metoda. Potrebne so nadaljnje raziskave kriterijev matičnega 
mlečka, pridobljenega na različnih območjih, sezonah in s pomočjo različnih ras čebel ter 
določiti mejne vrednosti za svež matični mleček (Hu in sod., 2017). 
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2.7 MATIČNI MLEČEK NA TRŽIŠČU  
Matični mleček je proizvod, ki ima veliko tržno vrednost in se uporablja v mnogih 
sektorjih, tako v živilskem, farmacevtskem, kot tudi v kozmetičnem. V veliko državah 
proizvodnja tako ne zadosti potrebam po matičnem mlečku in ga zato uvažajo. Cene so na 
trgu zelo konkurenčne in močno odvisne od geografskega porekla matičnega mlečka; 
matični mleček iz Slovenije, direktno pri čebelarjih, stane v povprečju 1 €/g, v sosednji 
Hrvaški pa kar 2 €/g matičnega mlečka.  
 
Povpraševanje je čedalje večje, zato prihaja do potvorb matičnega mlečka, kjer si 
pridelovalec s hranjenjem čebel z nizkocenovnimi sirupi in/ali beljakovinami, zmanjša 
stroške (Stocker in sod., 2006, Daniele in sod., 2011). Potvorjenost matičnega mlečka s 
fruktozno-glukoznim sirupom kot virom sladkorja ter biotehnološko proizvedenim 
kvasnim prahom kot virom beljakovin je najpogostejša (Stocker in sod., 2006). Matični 
mleček potvarjajo tudi z dodatkom koruznega škroba, jogurta, jajčnega beljaka, 
kondenziranega mleka s propolisom, nezrelih banan in vode (Garcia-Amoedo in Almeida-
Muradian, 2007). Največ potvorb je bilo ugotovljenih z analizo osnovnih kemijskih 
parametrov, kompleksnih sladkorjev in stabilnih izotopov ogljika in dušika (Daniele in 
sod., 2011). 
 
Matični mleček je najbolj poznan v Vzhodni Aziji, medtem ko v drugih predelih sveta 
manj. Glede velikosti trga matičnega mlečka zaenkrat še ni uradnih podatkov, velja pa, da 
je Kitajska, ki na leto proizvede 2000 do 3000 ton matičnega mlečka, glavna pridelovalka. 
S tem predstavlja 60 % celotne svetovne proizvodnje. Skoraj vsa proizvedena količina se 
izvozi na Japonsko, v ZDA in Evropo (Sabatini in sod., 2009). Kitajski sledijo Tajvan, 
Koreja, Japonska, vzhodna Evropa, Italija in Francija (Bogdanov, 2015).  
 
Najboljša proizvajalka matičnega mlečka je italijanska čebela Apis mellifera ligustica. 
Kitajci so le-to več kot 20 let selekcionirali za proizvodnjo matičnega mlečka, tako da 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 VZORCI 
V raziskavo smo vključili dvanajst vzorcev matičnega mlečka. Deset vzorcev matičnega 
mlečka je bilo slovenskega porekla, dobljenih neposredno pri slovenskih čebelarjih (vzorci 
MM1 - MM10), en vzorec je bil hrvaškega porekla (vzorec MM11), vzorec iz Medexa 
(MM12) pa ni bil deklariran. Iz pridobljenih informacij pa smo z veliko verjetnostjo lahko 
sklepali, da je vzorec kitajskega porekla, kar smo uporabljali v celotni nalogi. Podatki o 
analiziranih vzorcih so zbrani v preglednici 3. 
 
Preglednica 3: Vzorci matičnega mlečka (oznaka, regija in pridelovalec) 
Oznaka vzorca Regija/država 
Pridelovalec 
matičnega mlečka 
MM1 Dolenjska Metelko 
MM2 Gorenjska Bokal 
MM3 Štajerska Kolar 
MM4 Ljubljana Cvet 
MM5 Štajerska Pavlovič 
MM6 Štajerska Vidovič 
MM7 Štajerska Pislak 
MM8 Bela krajina Pavlin 
MM9 Ljubljana Lužar 
MM10 Ljubljana Dremelj 
MM11 Hrvaško Zagorje Pavlinič  
MM12 Kitajska Medex 
 
3.2 FIZIKALNO KEMIJSKE METODE 
3.2.1 Določitev vsebnosti skupnih fenolnih spojin z metodo Folin-Ciocalteu (F-C) 
Princip: 
Vsebnost fenolnih spojin v snovi določamo s Folin-Ciocalteujevo metodo, ki temelji na 
tvorbi modro obarvanega kompleksa fenolnih spojin s Folin-Ciocalteujevim reagentom (F-
C) (Abram in sod., 2010). F-C reagent je raztopina polimernega ionskega kompleksa iz 
fosfomolibdenske in fosfovolframove kisline. Reakcijo izvajamo z veliko koncentracijo 
reagenta in pri šibko bazičnih pogojih (Roginsky in Lissi, 2004; Prior in sod., 2005; 
Karadag in sod., 2009). Vsebnost omenjenega kompleksa določimo spektrofotometrično, z 
merjenjem absorbance pri 765 nm. Absorbanca je premosorazmerna koncentraciji fenolnih 
spojin oziroma reduciranega F-C reagenta. Z izmerjeno absorbanco lahko iz umeritvene 
krivulje, ki jo pripravimo z izbrano komercialno dostopno FS, izračunamo koncentracijo 
skupnih fenolnih spojin v vzorcu. Običajno se umeritvena krivulja pripravlja z galno 
kislino in rezultati se podajo kot ekvivalent galne kisline (Huang in sod., 2005; Abdel-
Hameed, 2009). Pomanjkljivost te metode je, da lahko določimo več FS, kot jih je 
dejansko prisotnih, saj F-C reagent ni specifičen in lahko poleg FS reagira tudi z 
ogljikovimi hidrati, karotenoidi, aminokislinami, vitaminom C itd. (Prior in sod., 2005). 
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Priprava vzorca matičnega mlečka 
V 10 ml merilno bučko odtehtamo 1 g matičnega mlečka in dopolnimo z destilirano vodo 
do oznake. Vzorec ekstrahiramo 30 minut v ultrazvočni kopeli (Branson [3510]), 
prenesemo v Falcon centrifugirke in centrifugiramo (Eppendorf Centrifuge [5810]) 15 
minut pri 3000 × g. Za nadaljnje analize uporabimo supernatant. 
 
Kvantitativno določanje skupnih fenolnih spojin 
V bučko odmerimo 0,5 ml pripravljenega supernatanta in 2,5 ml reagenta F-C (F-C : H2O 
= 1:9), premešamo in počakamo 5 minut. Dodamo še 2 ml 7,5 % raztopine natrijevega 
karbonata, premešamo in pustimo 2 uri. Nastalemu obarvanemu kompleksu nato s 
spektrofotometrom izmerimo absorbanco pri valovni dolžini 760 nm. Poleg vzorcev 
pripravimo tudi slepi vzorec, kjer namesto vzorca matičnega mlečka odmerimo 0,5 ml 
destilirane vode. Vsebnost SFS izračunamo iz umeritvenih krivulj, ki jih pripravimo z 
galno kislino, hesperidinom oz. hesperetinom. 
 
Priprava umeritvenih krivulj 
Za pripravo umeritvenih krivulj uporabimo galno kislino, hesperetin in hesperedin. V       
10 ml bučke odtehtamo 10 mg posameznega standarda, dopolnimo do oznake s 50 % 
metanolom in tako pripravimo osnovne raztopine galne kisline, hesperetina oz. hesperidina 
z masnimi koncentracijami 1 mg/ml. V Eppendorf centrifugirke odmerimo različne 
volumne osnovne raztopine ter v skladu s F-C metodo izmerimo absorbanco pri 760 nm. Iz 
masne koncentracije in izmerjene absorbance standardnih raztopin narišemo umeritvene 
krivulje (slike 16, 17, 18). 
 
 
Slika 16: Umeritvena krivulja s standardom galne kisline za določitev SFS v matičnem mlečku 
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Slika 17: Umeritvena krivulja s standardom hesperetina za določitev SFS v matičnem mlečku 
 
 
Slika 18: Umeritvena krivulja s standardom hesperidina za določitev SFS v matičnem mlečku 
  
Izračun: 
Vsebnost SFS v vzorcih smo določili na osnovi absorbance A760 s pomočjo enačbe 
regresijskih premic umeritvenih krivulj za vse tri referenčne spojine, torej kot ekvivalente 
masnih koncentracij galne kisline, hesperetina oz. hesperidina (mg/g). Koncentracijo SFS v 
vzorcih matičnega mlečka izračunamo po naslednji enačbi: 
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A - absorbanca raztopine vzorca, izmerjena pri 760 nm 
k - naklon premice umeritvene krivulje galne kisline/hesperetina/hesperidina 
Y (galne kisline/hesperetina/hesperidina) - ekvivalent masne koncentracije galne kisline/hesperetina/ 
hesperidina v raztopini vzorca matičnega mlečka (mg/ml) 
 
Vsebnost SFS v matičnem mlečku izračunamo iz masne koncentracije SFS (YSFS) v 
reakcijski mešanici in mase matičnega mlečka. Izrazimo jo kot mg galne 
kisline/hesperetina/hesperidina na g matičnega mlečka po naslednji enačbi: 
 
                    
                                        
         
            …(3)
              
3.2.2 Določitev vsebnosti skupnih fenolnih spojin z metodo F-C ob predhodni 
ekstrakciji na trdni fazi (SPE) 
Princip:  
Ekstrakcija je postopek, s katerim odstranjujemo iz trdnih ali tekočih zmesi topne 
komponente s topilom. Postopek je sestavljen iz dveh stopenj, kjer najprej spravimo zmes 
v intenziven stik s topilom, nato pa obe fazi ločimo. Pogoj za uspešnost ekstrakcije je, da je 
spojina, ki jo želimo izolirati, dobro topna v izbranem topilu, hkrati pa morajo biti 
nečistoče netopne. V našem primeru smo za spiranje FS uporabili mešanico acetonitrila in 
metanola (ACN:MeOH) (50:50, v/v). Po končani ekstrakciji željeno spojino izoliramo 
tako, da suspenzijo filtriramo in filtrat uparimo. Končno vsebnost SFS določimo z že prej 
opisano F-C metodo.  
 
Postopek: 
Priprava vzorca matičnega mlečka 
V 20 ml merilno bučko odtehtamo 1 g matičnega mlečka in dopolnimo z destilirano vodo 
do oznake. Vzorec ekstrahiramo 30 minut v ultrazvočni kopeli (Branson [3510]), 
prenesemo v Falcon centrifugirke in centrifugiramo (Eppendorf Centrifuge [5810]) 15 
minut pri 3000 × g. Sledila je SPE. 
 
Ekstrakcija na trdni fazi (SPE) 
SPE poteka tako, da najprej kondicioniramo ekstrakcijsko kolono z metanolom (2 ml) in 
destilirano vodo (2 ml). Nanesemo vzorec. Neželjene komponente, kot so sladkorji, kisline, 
polarni in srednje polarni estri, vitamini, aminokisline speremo z vodo. Kolono osušimo in 
eluiramo željeni analit z ACN:MeOH. Na rotavaporju odparimo topilo, suh preostanek pa 
raztopimo v 2 ml 50 % MeOH. Dobljeni ekstrakt filtriramo skozi 0,22 µm najlonski filter 
in ga analiziramo s F-C reagentom.  
 
Kvantitativno določanje skupnih fenolnih spojin 
V bučko prenesemo 100 µl pripravljenega metanolnega ekstrakta, dodamo 100 µl 50 % 
metanola, 1200 µl bidestilirane vode in 100 µl F-C reagenta. Premešamo na vrtinčnem 
mešalniku in počakamo 5 minut. Dodamo 500 µl 10 % raztopine natrijevega karbonata, 
premešamo in pustimo 60 minut. Nastalemu obarvanemu kompleksu nato z UV-VIS 
spektrofotometrom izmerimo absorbanco pri 752 nm. Poleg vzorcev pripravimo tudi slepi 
vzorec, kjer namesto vzorca matičnega mlečka uporabimo 2000 µl bidestilirane vode. 
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Vsebnost SFS izračunamo iz umeritvenih krivulj, ki jih pripravimo na osnovi galne kisline, 
hesperetina in hesperidina. 
 
Priprava umeritvenih krivulj 
Za pripravo umeritvene krivulje uporabimo galno kislino, hesperetin in hesperidin. V 10 
ml bučke odtehtamo približno 10 mg posameznega standarda, dopolnimo do oznake z 
metanolom in tako pripravimo osnovne raztopine galne kisline, hesperetina in hesperidina 
z masnimi koncentracijami okoli 1 mg/ml. V Eppendorf centrifugirke odmerimo različne 
volumne osnovne raztopine ter v skladu s F-C metodo izmerimo absorbanco pri 752 nm. Iz 
masne koncentracije in izmerjene absorbance standardnih raztopin narišemo umeritvene 
krivulje (slike 19, 20, 21). 
 
 
Slika 19: Umeritvena krivulja s standardom galne kisline za določitev SFS v matičnem mlečku po SPE 
 
 
Slika 20: Umeritvena krivulja s standardom hesperetina za določitev SFS v matičnem mlečku po SPE 
y = 5,3992x 
















Masna koncentracija (mg/ml) 
y = 4,3807x 
















Masna koncentracija (mg/ml) 
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Slika 21: Umeritvena krivulja s standardom hesperidina za določitev SFS v matičnem mlečku po SPE 
 
Izračun: 
Vsebnost SFS izračunamo po istem postopku, kot je opisano v poglavju 3.2.1 
3.2.3 Določanje vsebnosti skupnih flavonoidov v matičnem mlečku (modificirano 
po Blasa in sod., 2007) 
Princip: 
Vsebnost skupnih flavonoidov, izraženih v mg katehina oz. rutina na g matičnega mlečka, 
določimo s spektrofotometrično metodo, ki temelji na reakciji flavonoidov z AlCl3, nastane 
barvni kompleks, ki mu izmerimo absorbanco pri valovni dolžini 510 nm. 
 
Postopek: 
Priprava vzorca matičnega mlečka 
V 10 ml merilno bučko odtehtamo 1 g matičnega mlečka in dopolnimo z destilirano vodo 
do oznake. Vzorec raztapljamo 30 minut v ultrazvočni kopeli (Branson [3510]), prenesemo 
v 10 ml Falcon centrifugirke in centrifugiramo (Eppendorf Centrifuge [5810]) 15 minut pri 
3000 × g. Za nadaljnje analize uporabimo supernatant. 
 
Kvantitativno določanje skupnih flavonoidov 
2 ml pripravljenega supernatanta matičnega mlečka odmerimo v 10 ml epruveto in mu 
dodamo 0,15 ml 5 % NaNO2. Premešamo na vrtinčnem mešalniku in počakamo 5 min. 
Dodamo 0,15 ml 10 % AlCl3 · 6H2O. Po 6 min dodamo še 1 ml NaOH (1 M) in 0,7 ml 
H2O. Na spektrofotometru izmerimo absorbanco pri 510 nm. 
 
Priprava umeritvenih krivulj 
Za pripravo umeritvenih krivulj uporabimo katehin in rutin. V 10 ml bučko odtehtamo 10 
mg standarda, dopolnimo do oznake z metanolom in tako pripravimo osnovni raztopini 
katehina in rutina z masnima koncentracijama 1 mg/ml. V bučke odmerimo različne 
volumne osnovne raztopine, dopolnimo do 10 ml z destilirano vodo in v skladu s 
y = 1,2247x 
















Masna koncentracija (mg/ml) 
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predhodno opisano metodo izmerimo absorbanco pri 510 nm. Iz masne koncentracije in 





Slika 23: Umeritvena krivulja za določanje skupnih flavonoidov v matičnem mlečku s standardom rutina 
Izračun: 
Iz umeritvene krivulje izračunamo koncentracijo skupnih flavonoidov po naslednjih 
enačbah:  
                                          …(4) 
                    
 
 
                           …(5) 
 
A - absorbanca raztopine vzorca, izmerjena pri 510 nm 
k - naklon premice umeritvene krivulje galne kisline/hesperetina/hesperidina 
y = 12,833x 

















Masna koncentracija (mg/ml) 
y = 4,5312x 




















Masna koncentracija (mg/ml) 
 
  
Slika 22: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti skupnih flavonoidov v matičnem mlečku s standardom 
katehina 
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Y (katehina/rutina) - ekvivalent masne koncentracije katehina/rutina v raztopini vzorca matičnega mlečka 
(mg/ml) 
 
Vsebnost skupnih flavonoidov v matičnem mlečku izračunamo iz masne koncentracije 
katehina in rutina v reakcijski mešanici in mase matičnega mlečka. Izrazimo jo kot mg 
katehina/rutina na g matičnega mlečka po naslednji enačbi: 
 
                                 
                  
         
                …(6)
    
3.2.4 Določitev antioksidativne učinkovitosti matičnega mlečka z metodo 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH∙) (modificirano po Liu in sod., 2008) 
Princip: 
Delokalizacija na molekuli povzroči tudi močno vijolično barvo raztopine DPPH∙. 
Absorpcijski maksimum je pri valovnih dolžinah okoli 520 nm. Ko zmešamo raztopino s 
snovjo, ki lahko odda vodikov atom, se tvori reducirana oblika molekule 
difenilpikrilhidrazin (DPPH2) in vijolična barva raztopine se pretvori v bledo svetlo 
rumeno barvo, ki nastane zaradi prisotnosti pikrilne skupine. V enačbi 7 je prikazan primer 
reakcije DPPH∙ z antioksidantom, strukturni formuli DPPH∙ in DPPH2 pa na sliki 24 
(Molyneux, 2004; Kedare in Singh, 2011). 
 
DPPH∙ + AH → DPPH2 + A∙              …(7)        
(vijoličasta)              (rumena) 
 
Slika 24: Strukturna formula DPPH∙ in strukturna formula DPPH2 (reducirana oblika) (Molyneux, 2004) 
Gre za spektrofotometrično merjenje spremembe koncentracije DPPH∙. Zmanjšanje 
koncentracije DPPH∙ je posledica  reakcije med radikalom DPPH∙ in antioksidantom. 
Količina preostalega DPPH∙ v preučevanem sistemu je merilo za antioksidativni potencial 
določene spojine (Kedare in  Singh, 2011). 
 
Na kinetiko reakcije radikala DPPH∙ z antioksidantom vpliva več dejavnikov, in sicer 
kislost fenolnih -OH skupin, polarnost medija, ionizacijski potencial fenolnih anionov, 
sposobnost fenola donirati  proton in sposobnost topila sprejeti proton (Musialik in sod., 
2008). Nekateri antioksidanti reagirajo z radikalom DPPH∙ zelo hitro (npr. askorbinska 
kislina) in ravnotežje (ob konstantni absorbanci) se vzpostavi v nekaj sekundah. Drugi 
antioksidatni pa reagirajo zelo počasi, za vzpostavitev ravnotežja je potrebnih več ur. 
Nekateri avtorji delijo antioksidante glede na kinetično obnašanje na hitre, srednje hitre  in 
počasne antioksidante (Brand-Williams in sod., 1995). Koncentracija antioksidantov, ki je 
potrebna, da pri reakcijskih pogojih zmanjša začetno koncentracijo DPPH∙ za 50 %, je 
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izražena kot ED50. Čas, ki je potreben, da dosežemo ED50, se izračuna iz kinetične krivulje 
(odvisnost % preostalega DPPH∙ radikala od časa inkubacije) in je definiran kot TED50.  
 
Postopek: 
Priprava 0,1 mM raztopine DPPH∙ 
Odtehtamo 3,94 mg DPPH∙ in ga raztopimo v 10 ml 96 % etanola, prelijemo v 15 ml 
centrifugirko ter premešamo, da se DPPH∙ dobro raztopi.  
 
Priprava vzorca matičnega mlečka 
V 10 ml merilno bučko odtehtamo 1 g matičnega mlečka in dopolnimo z destilirano vodo 
do oznake. Vzorec ekstrahiramo 30 minut v ultrazvočni kopeli (Branson [3510]), 
prenesemo v 10 ml Falcon centrifugirke in centrifugiramo (Eppendorf Centrifuge [5810]) 
15 minut pri 3000 × g. Za nadaljnje analize uporabimo supernatant. 
 
Merjenje absorbance kontrole 
V epruveto odmerimo 0,3 ml raztopine DPPH∙ in 2,7 ml 96 % etanola ter izmerimo 
absorbanco pri valovni dolžini 517 nm. Za slepi vzorec uporabimo 96 % etanol. 
 
Merjenje absorbance matičnega mlečka 
V epruvete odmerimo 0,3 ml raztopine DPPH∙, 0,3 ml supernatanta matičnega mlečka in 
2,4 ml 96 % etanola. Vsebino postavimo najprej za 30 minut v temo. Ker je vzorec moten, 
ga prenesemo v Falcon centrifugirke in 5 minut centrifugiramo (Eppendorf Centrifuge 
[5810]) pri 3000 × g in nato izmerimo absorbanco pri 517 nm. Meritev opravimo čez 1 uro. 
Opazimo lahko zmanjšanje absorbance, ki je posledica spremembe barve iz vijoličaste v 
rumeno. Za slepi vzorec uporabimo 96 % etanol. 
 
Izračun: 
Antioksidativna učinkovitost vzorca je podana kot odstotek inhibicije glede na referenčno 
raztopino in se izračuna po enačbi: 
 
% inhibicije = 
            
     
                      …(8)
        
Avz 517 - absorbanca vzorca po 30 min inkubacije 
Ak517 - absorbanca kontrole 
3.2.5 Določitev antioksidativne učinkovitosti matičnega mlečka z metodo 
redukcije železovega iona (FRAP)   
Princip: 
Metoda redukcije železovega iona se pogosto uporablja za določanje antioksidativnega 
potenciala živil, čeprav je bila prvotno namenjen določanju vsebnosti reducirajočih snovi v 







 ioni s TPTZ reagentom (2,4,6-tri[2-piridil]-s-triazin) tvorijo obarvan kompleks, ki ima 
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Priprava vzorca matičnega mlečka 
V 10 ml merilno bučko odtehtamo 1 g matičnega mlečka in dopolnimo z destilirano vodo 
do oznake. Vzorec ekstrahiramo 30 minut v ultrazvočni kopeli (Branson [3510]), 
prenesemo v Falcon centrifugirke in centrifugiramo (Eppendorf Centrifuge [5810]) 15 
minut pri 3000 × g. Za nadaljnje analize uporabimo supernatant. 
 
Priprava FRAP reagenta 
FRAP reagent pripravimo z mešanjem acetatnega pufra (300 mM, pH=3,6), TPTZ reagenta 
(10 mM TPTZ v 40 mM HCl) in 20 mM FeCl3 · 6H2O v razmerju 10:1:1 (Stanojević in 
sod., 2013). Pred uporabo reagent segrevamo 10 minut na 37 °C (Thaipong in sod., 2006).  
 
Priprava umeritvene krivulje 
V šest epruvet odmerimo 2,8 ml pripravljenega FRAP reagenta, dodamo 100 µl standarda 
FeSO4 · 7H2O v koncentracijah od 0,1 do 1 mmol/l in 100 µl destilirane vode. Izmerimo 
absorbanco pri 593 nm proti slepemu vzorcu (FRAP reagent in voda) in narišemo 
umeritveno krivuljo (slika 25). 
 
 
Slika 25: Umeritvena krivulja za določanje antioksidativne učinkovitosti matičnega mlečka  
Določanje absorbance matičnega mlečka 
V epruveto odmerimo 100 µl supernatanta matičnega mlečka, 100 µl destilirane vode in 
2,8 ml FRAP reagenta, postavimo v vodno kopel na 37 °C za 20 minut in na 
spektrofotometru izmerimo absorbanco pri 593 nm.  
 
Izračun 
Iz umeritvene krivulje izračunamo FRAP vrednost, ki jo izrazimo v μmol Fe2+/g matičnega 
mlečka. 
  
y = 0,8124x 


















Molarna koncentracija Fe2+ (mmol/g)  
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3.2.6 Določitev vsebnosti 10-HDA s tekočinsko kromatografijo, sklopljeno z 
masnim spektrometrom (LC-MS) 
Princip: 
Separacija 10-HDA je potekala na reverznofazni koloni z gradientom dveh mobilnih faz. 
Identifikacija 10-HDA temelji na osnovi retencijskega časa in molekulske mase standarda.  
 
Postopek: 
Priprava vzorca matičnega mlečka 
Odtehtamo 0,25 g matičnega mlečka in dodamo 15 ml raztopine metanol/voda (45:55, 
v/v). Vzorec raztapljamo 30 minut v ultrazvočni kopeli (Branson [3510]), prenesemo v 25 
ml merilno bučko in dopolnimo do oznake z raztopino metanol/voda (45:55, v/v). Sledi 
centrifugiranje (Eppendorf Centrifuge [5810]) 15 minut pri 3000 × g. Zatem odpipetiramo 
0,4 ml supernatanta in dopolnimo do 5 ml z mešanico metanol/voda (45:55, v/v), filtriramo 
skozi 0,22 µm najlonski filter v vialo in analiziramo z LC-MS. 
 
Priprava umeritvene krivulje s standardnim dodatkom: 
V 100 ml bučko odtehtamo 0,02 g standarda 10-HDA (SMC20120926) in dopolnimo do 
oznake z mešanico metanol/voda (45:55, v/v). Za umeritveno krivuljo uporabimo metodo 
standardnega dodatka. V 0,2 ml raztopine izbranega matičnega mlečka odpipetiramo 
različne volumne (0 ml, 0,05 ml, 0,1 ml, 0,2 ml, 0,4 ml, 0,5 ml, 0,6 ml 0,8 ml in 1,0 ml) 
predhodno pripravljene standardne raztopine 10-HDA in z raztopino metanol/voda (45:55, 
v/v) dopolnimo do 5 ml. Filtriramo skozi 0,22 µm najlonski filter v vialo in analiziramo z 
LC-MS (slika 26). 
 
 
Slika 26: Umeritvena krivulja s standardnim dodatkom za določanje vsebnosti 10-HDA v matičnem mlečku 
z LC-MS 
  
y = 70959x + 539,34 
















masna koncentracija 10-HDA (mg/ml) 
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Vsebnost 10-HDA v matičnem mlečku ovrednotimo s primerjavo površin vrhov raztopin 
matičnega mlečka s površino vrhov standardnih raztopin. Pri izračunu upoštevamo tudi 




    
  
         
       
                   …(9)      
 
A(10-HDA) - površina pod vrhom za 10-HDA 
k - naklon premice 
m(vz) - masa vzorca matičnega mlečka 
R - faktor razredčitve 
3.2.7 Določitev fenolnega profila vzorcev matičnega mlečka s tekočinsko 
kromatografijo, sklopljeno z masnim spektrometrom (LC-MS) 
Princip: 
Za določitev fenolnih spojin v matičnem mlečku se uporablja tudi tekočinska 
kromatografija, sklopljena z masnim spektrometrom (LC-MS). Spojine identificiramo na 
osnovi kombinacije retencijskega časa in masnega spektra oz. m/z vrednosti. 
Separacija FS je potekala na reverznofazni koloni z gradientom dveh mobilnih faz. 




Priprava ekstrakta matičnega mlečka 
V 10 ml merilno bučko odtehtamo 0,5 g matičnega mlečka in dopolnimo z destilirano vodo 
do oznake. Vzorec ekstrahiramo 30 minut v ultrazvočni kopeli (Branson [3510]), 
prenesemo v 50 ml Falcon centrifugirke ter centrifugiramo (Eppendorf Centrifuge [5810]) 
15 minut pri 3000 × g. Sledi ekstrakcija na SPE. 
 
Ekstrakcijsko kolono kondicioniramo z metanolom (2 ml) in destilirano vodo (2 ml) ter 
nanesemo vzorec. Neželjene komponente, kot so sladkorji, kisline, polarni in srednje 
polarni estri, vitamini, aminokisline speremo z vodo. Kolono osušimo in eluiramo željeni 
analit z ACN:MeOH (50:50, v/v). Topilo odparimo na rotavaporju, suh preostanek pa 
raztopimo v 2 ml 50 % MeOH. Dobljeni ekstrakt filtriramo skozi 0,22 µm najlonski filter v 
vialo in analiziramo z LC-MS.   
 
Priprava umeritvene krivulje 
Pripravimo 5 standardnih raztopin z različnimi standardi. V 10 ml bučko odtehtamo 0,001 
g standarda in dopolnimo do oznake z metanolom. Mešanice standardov so bile naslednje: 
- standardna raztopina 1: apigenin in krizin, 
- standardna raztopina 2: galangin in miricetin, 
- standardna raztopina 3: luteolin in pinocembrin, 
- standardna raztopina 4: protokatehuična kislina, kavna kislina, klorogenska kislina, 
galna kislina, siringična kislina, trans-cimetna kislina, 2-hidroksicimetna kislina in 
elagična kislina, 
- standardna raztopina 5: ferulna kislina, hesperetin, katehin hidrat, rutin hidrat, 
naringenin in kvercetin.  
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Pri pripravi umeritvene krivulje v različne volumne standardnih raztopin dodajamo MeOH, 
filtriramo skozi 0,22 µm najlonski filter v vialo in analiziramo z LC-MS. V prilogah A1 do 
A18 so prikazane umeritvene krivulje za posamezne FS. V preglednici 4 se nahajajo 
podatki o posameznih standardih, enačbe premic in determinacijski koeficienti (R2).  
 
Preglednica 4: Podatki o posameznih standardih uporabljenih za določanje fenolnega profila matičnega 
mlečka, enačbe premic in R2 
Standard Enačba premice R2 
Apigenin y = 26945x + 3E+06 0,939 
Krizin y = 45473x + 3E+06 0,9705 
Galangin y = 31460x + 3E+06 0,9491 
Miricetin y = 13696x + 225934 0,98 
Luteolin y = 27389x + 2E+06 0,9533 
Pinocembrin y = 49450x + 4E+06 0,9602 
Protokatehuična kislina y = 29487x + 407225 0,9865 
Kavna kislina y = 51968x + 179229 0,9934 
Klorogenska kislina y = 5293,8x + 35159 0,9749 
Galna kislina y = 21171x + 300729 0,975 
Siringična kislina y = 137,47x + 1917,2 0,9542 
Hidroksibenzojska kislina y = 228,46x - 1085,1 0,9988 
Elagična kislina y = 8068,4x - 102718 0,9984 
Katehin y = 6450,8x + 85723 0,7213 
Ferulna kislina y = 3837,3x - 10800 0,9999 
Hesperetin y = 22852x + 600814 0,9606 
Kvercetin y = 59327x + 1E+06 0,9809 
Naringenin y = 47514x + 967583 0,9792 
Salicilna kislina y = 6664,3x + 20584 0,9939 
 
Izračun: 
Vsebnost posamezne FS v matičnem mlečku ovrednotimo s primerjavo površin vrhov 
raztopin matičnega mlečka s površino vrha standardne raztopine. Pri preračunu 
upoštevamo tudi maso vzorca in faktor redčitve. 
 
Vsebnost FS  
 
    
  
     
       
                       …(10) 
 
A (FS) - površina pod vrhom za posamezno FS 
k - naklon premice 
m(vz) - masa vzorca matičnega mlečka 
R - faktor razredčitve 
3.3 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
Za obdelavo rezultatov smo uporabili statistične modele, v katere smo vključili fiksen 
vpliv pridelovalca matičnega mlečka (P, i = 12, A – Bokal, B – Cvet, C – Dremelj, D – 
Kolar, E – Lužar, F – Medex, G – Metelko, H – Pavlin, I – Pavlinic, J – Pavlovič, K – 
Pislak, L – Vidovic): 
yij =  + Pi + eij (model 1) 
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yij =  + PIi + eij (model 2) 
yij =  + Ii + eij (model 1) 
Ocenjene srednje vrednosti za eksperimentalne skupine so bile izračunane s testom LSM in 
primerjane pri 5 % tveganju.  
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V raziskavo smo vključili 12 vzorcev svežega matičnega mlečka, od tega 10 vzorcev 
slovenskega porekla in 2 vzorca matičnega mlečka tujega porekla.  
 
Vzorcem matičnega mlečka smo določili fenolni profil, vsebnost 10-HDA ter 
antioksidativno učinkovitost. Z osnovnimi statističnimi parametri smo opisali posamezne 
analizirane parametre ter jih s statističnimi metodami obdelali. Rezultate smo primerjali s 
standardom kakovosti za svež matični mleček ter z razpoložljivimi podatki iz literature. 
 
Rezultati analiz, s katerimi smo določali vsebnost skupnih fenolnih spojin (SFS), vsebnost 
flavonoidov, antioksidativno učinkovitost, vsebnost 10-HDA in vsebnost posameznih FS v 
vzorcih matičnega mlečka so zbrani v preglednicah 5 in 6 in grafično predstavljeni v 
posameznih poglavjih.  
 
Preglednica 5: Povprečne vsebnosti skupnih FS in flavonoidov, antioksidativna učinkovitost in osnovni 







  ± SD xmin - xmax 
 
SFSga (mg/g) 
slovensko 10 0,36 ± 0,03 0,31 – 0,41 
tuje 2 0,40 ± 0,07 0,34 – 0,46 
SFShet (mg/g) 
slovensko 10 0,42 ± 0,04 0,35 – 0,48 
tuje 2 0,47 ± 0,09 0,39 – 0,55 
SFShed (mg/g) 
slovensko 10 1,18 ± 0,10 1,00 – 1,34 
tuje 2 1,30 ± 0,24 1,10 – 1,51 
SFSEga (mg/g) 
slovensko 10 0,27 ± 0,05 0,19 – 0,36 
tuje 2 0,18 ± 0,01 0,17 – 0,19 
SFSEhet (mg/g) 
slovensko 10 0,29 ± 0,07 0,18 – 0,41 
tuje 2 0,17 ± 0,12 0,16 – 0,18 
SFSEhed (mg/g) 
slovensko 10 1,24 ± 0,26 0,84 – 1,65 
tuje 2 0,81 ± 0,04 0,78 – 0,85 
FLkatehin 
(mg/g) 
slovensko 10 0,09 ± 0,04 0,05 – 0,17 
tuje 2 0,06 ± 0,01 0,05 – 0,06 
FLrutin (mg/g) 
slovensko 10 0,27 ± 0,10 0,16 – 0,49 
tuje 2 0,20 ± 0,02 0,19 – 0,20 
DPPH∙  
(% inhibicije) 
slovensko 10 22,5 ± 3,5 18,3 – 29,0 
tuje 2 18,8 ± 0,9 18,3 – 19,4 
FRAP 
(µmol Fe2+/g) 
slovensko 10 3,03 ± 0,49 2,38 – 3,96 
tuje 2 2,76 ± 0,40 2,42 – 3,10 
 
SFS – skupne fenolne spojine, SFSE – skupne fenolne spojine po ekstrakciji na trdni fazi, ga – galna kislina, het – 
hesperetin, hed - hesperidin,  FL – flavonoidi, DPPH∙ – 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, FRAP – test s katerim ugotavljamo 
antioksidativno učinkovitost matičnega mlečka z metodo redukcije železovih ionov (Ferric reducing antioxidant power), 
  – povprečje, n – število vzorcev, SD – standardna deviacija, Xmin – najmanjša vrednost, Xmax – največja vrednost 
  
  
Rak M.  Fenolni profil slovenskega matičnega mlečka.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
 
34 
Preglednica 6: Povprečne vsebnosti 10-HDA, posameznih FS in osnovni statistični parametri za analizirane 







  ± SD xmin - xmax 
10-HDA (g/100g) 
slovensko 10 2,86 ± 1,04 1,51 – 4,61 
tuje 2 2,60 ± 1,50 1,25 – 3,91 
Apigenin (µg/g) 
slovensko 10 0,10 ± 0,06 0,03 – 0,17 
tuje 2 0,04 ± 0,01 0,03 – 0,05 
Krizin (µg/g) 
slovensko 10 0,21 ± 0,15 0,08 – 0,58 
tuje 2 0,55 ± 0,25 0,35 – 0,76 
Galangin (µg/g) 
slovensko 10 0,22 ± 0,09 0,11 – 0,41 
tuje 2 0,25 ± 0,04 0,21 – 0,28 
Miricetin (µg/g) 
slovensko 10 1,28 ± 1,19 n.d.– 3,26 
tuje 2 2,48 ± 2,03 0,72 – 4,24 
Luteolin (µg/g) 
slovensko 10 0,11 ± 0,05 n.d. – 0,14 
tuje 2 0,08 ± 0,09 n.d. – 0,16 
Pinocembrin 
(µg/g) 
slovensko 10 0,13 ± 0,12 0,01 – 0,39 
tuje 2 0,31 ± 0,15 0,18 – 0,44 
Protokatehuična 
kislina (µg/g) 
slovensko 10 0,78 ± 0,38 0,31 – 1,66 
tuje 2 0,66 ± 0,17 0,52 – 0,81 
Kavna kislina 
(µg/g) 
slovensko 10 0,29 ± 0,13 0,07 – 0,47 
tuje 2 0,2 ± 0,04 0,17 – 0,24 
Klorogenska 
kislina (µg/g) 
slovensko 10 0,02 ± 0,01 n.d. – 0,03 
tuje 2 0,22 ± 0,26 n.d. – 0,44 
Galna kislina 
(µg/g) 
slovensko 10 0,02 ± 0,01 0,01 – 0,03 
tuje 2 0,02 ± 0,01 0,01 – 0,02 
Siringična kislina 
(µg/g) 
slovensko 10 1,02 ± 1,30 n.d. – 2,47 
tuje 2 0,94 ± 0,96 0,13 – 1,75 
Elagična kislina 
(µg/g) 
slovensko 10 1,60 ± 0,52 0,55 – 2,36 
tuje 2 2,59 ± 0,2 2,44 – 2,75 
Katehin (µg/g) 
slovensko 10 0,02 ± 0,02 n.d. – 0,06 
tuje 2 n.d. n.d. 
Ferulna kislina 
(µg/g) 
slovensko 10 2,88 ± 1,25 1,73 – 4,73 
tuje 2 0,82 ± 0,33 0,57 – 1,08 
Hesperetin (µg/g) 
slovensko 10 0,12 ± 0,08 0,06 – 0,30 
tuje 2 0,10 ± 0,03 0,07 – 0,12 
Kvercetin (µg/g) 
slovensko 10 0,02 ± 0,01 0,01 – 0,04 
tuje 2 0,02 ± 0 0,01 – 0,02 
Naringenin (µg/g) 
slovensko 10 0,22 ± 0,2 0,08 – 0,74 
tuje 2 0,28 ± 0,02 0,26 – 0,29 
          "se nadaljuje"  
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10-HDA – 10-hidroksi-2-decenojska kislina,   – povprečje, n – število vzorcev, SD – standardna deviacija, xmin – 
najmanjša vrednost, xmax – največja vrednost, n.d. – pod mejo detekcije, FS – fenolne spojine 
4.1 REZULTATI DOLOČANJA VSEBNOSTI SKUPNIH FENOLNIH SPOJIN 
(SFS) V VZORCIH MATIČNEGA MLEČKA 
Za kvantitativno analizo SFS v ekstraktih matičnega mlečka smo uporabili 
spektrofotometrično metodo, ki temelji na uporabi reagenta Folin-Ciocalteu (F-C), pri 
čemer je vsebnost SFS izražena v ekvivalentih standardne spojine. Ovrednotiti smo želeli 
tudi ustreznost oz. primernost standardne spojine, zato smo vsebnost SFS izrazili v 
ekvivalentih galne kisline, hesperetina oz. hesperidina. Postopka smo se lotili na dva 
načina. Prva metoda je obsegala kvantitativno določanje SFS v vzorcih matičnega mlečka s 
F-C reagentom, druga pa je potekala po podobnem postopku, s tem da smo vzorce 
predhodno ekstrahirali na trdni fazi (SPE). Rezultati spektrofotometrične analize so 
pokazali, da se vsebnost SFS med posameznimi vzorci matičnega mlečka razlikuje. 
Primerjava vsebnosti SFS, preračunanih na ekvivalent galne kisline in hesperetina kaže, da 
so absolutne vrednosti koncentracij SFS nižje kot v primeru preračunavanja na ekvivalent 
hesperidina. Uporaba F-C reagenta v kombinaciji z UV-VIS spektrofotometrijo ter 
predhodno SPE predstavlja primerno metodo za določanje vsebnosti SFS v matičnem 
mlečku. Na vsebnost SFS in posledično njihovo antioksidativno učinkovitost poleg števila 
ponovitev pri ekstrakciji vpliva tudi izbira topila ter volumsko razmerje med metanolom in 
vodo. Kot navajajo Prior in sod. (2005) je ekstrakcija kritičen postopek, saj zaradi 
raznolikosti antioksidantov ni nobenega topila, optimalnega za vse spojine, ki bi lahko 
vplivale na dobljene rezultate. Rezultati o povprečnih vsebnostih SFS glede na poreklo so 
predstavljeni v preglednici 5. 
4.1.1 Rezultati določanja vsebnosti skupnih fenolnih spojin v matičnem mlečku, 
izražene kot ekvivalent galne kisline 
Vsebnost SFS, izražena kot vsebnost galne kisline, v vzorcih slovenskega matičnega 
mlečka variira med 0,31 in 0,41 mg/g, v matičnem mlečku tujega porekla pa med 0,34 in 
0,46 mg/g. Vzorci matičnega mlečka, pri katerih smo predhodno uporabili SPE, so imeli 
manjše vsebnosti SFS, in sicer so se v slovenskem matičnem mlečku gibale med 0,19 in 
0,36 mg/g, v tujem pa med 0,17 in 0,19 mg/g (preglednica 5). Največ SFS sta vsebovala 
vzorca MM1 in MM2, po predhodni SPE pa vzorca MM2 in MM10.  
 
Pavel in sod. (2015) so vsebnost SFS, izraženo kot mg galne kisline/g matičnega mlečka 
romunskega porekla določali po podobnem postopku. Rezultati so pokazali večje 
povprečne vsebnosti SFS, in sicer 23,49 mg/g. Podobne vrednosti so določili tudi Nabas in 
sod. (2014) v matičnih mlečkih iz Jordanije, t.j. 23,3 mg/g matičnega mlečka. Nagai in 







  ± SD xmin - xmax 
Salicilna kislina 
(µg/g) 
slovensko 10 273,01 ± 19,93 244,2 – 303,18 
tuje 2 258,87 ± 22,43 239,49 – 278,25 
Vsota FS (µg/g) 
slovensko 10 282,04 ± 21,19 253,64 – 312,89 
tuje 2 268,42 ± 23,09 248,48 – 288,37 
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matičnega mlečka. V matičnem mlečku bolgarskega porekla je znašala koncentracija SFS 
v povprečju 19,54 mg/g (Balkanska in sod., 2017). Liu in sod. (2008) navajajo vsebnost 
SFS v matičnem mlečku tajskega porekla, analiziranega 24 ur po cepitvi ličink, od 0,15 
mg/g do 0,22 mg/g.  
 
Rezultati analiz slovenskega matičnega mlečka so primerljivi z rezultati študije Liu in sod. 
(2008), z ostalimi pa se ne skladajo. 
4.1.2 Rezultati določanja vsebnosti skupnih fenolnih spojin v matičnem mlečku, 
izražene kot ekvivalent hesperetina 
Vsebnosti SFS, izražene kot mg hesperetina/g matičnega mlečka, so v matičnem mlečku 
slovenskega porekla variirale med 0,35 in 0,48 mg/g, v matičnem mlečku tujega izvora pa 
med 0,39 in 0,55 mg/g. Vsebnost SFS, izražena kot ekvivalent hesperetina je bila v 
matičnem mlečku po predhodni SPE manjša, in sicer je znašala v slovenskem matičnem 
mlečku med 0,18 in 0,41 mg/g, v tujem pa med 0,16 in 0,18 mg/g (preglednica 5). Tudi v 
tej analizi sta največje vrednosti dosegla vzorca MM1 in MM2, po predhodni SPE pa 
vzorca MM2 in MM10. Rezultati so z uporabo SPE bolj točni.   
4.1.3 Rezultati določanja vsebnosti skupnih fenolnih spojin v matičnem mlečku, 
izražene kot ekvivalent hesperidina 
Povprečna vsebnost SFS, izražena kot ekvivalent hesperidina, v matičnem mlečku 
slovenskega porekla je 1,18 mg/g, v tujem matičnem mlečku pa 1,30 mg/g. Vsebnosti SFS 
po SPE ekstrakciji so pri slovenskem matičnem mlečku večje, t.j. 1,24 mg/g, pri tujem pa 
manjše, t.j. 0,81 mg/g (preglednica 5). Največje vsebnosti sta dosegla MM1 in MM2, po 
predhodni SPE pa vzorca MM2 in MM10. 
4.2 REZULTATI DOLOČANJA VSEBNOSTI SKUPNIH FLAVONOIDOV V 
VZORCIH MATIČNEGA MLEČKA 
Vsebnost skupnih flavonoidov v vzorcih matičnega mlečka smo določili 
spektrofotometrično z metodo, modificirano po Blasa in sod. (2007).  
4.2.1 Rezultati določanja vsebnosti flavonoidov v matičnem mlečku, izražene kot 
ekvivalent katehina 
Povprečna vsebnost flavonoidov v matičnem mlečku, izražena kot ekvivalent katehina, je v 
vzorcih slovenskega matičnega mlečka znašala 0,09 mg/g, medtem ko je bila v vzorcih 
matičnega mlečka tujega porekla manjša, in sicer 0,06 mg/g (preglednica 5). Največjo 
vsebnost flavonoidov ima vzorec z oznako MM3.  
4.2.2 Rezultati določanja vsebnosti flavonoidov v matičnem mlečku, izražene kot 
ekvivalent rutina 
Vsebnost flavonoidov v matičnem mlečku, izražena kot ekvivalent rutina, je v vzorcih 
slovenskega matičnega mlečka variirala med 0,16 in 0,49 mg/g, v vzorcih tujega matičnega 
mlečka pa med 0,19 in 0,20 mg/g. Vrednosti so nekoliko manjše v primerjavi s slovenskim 
matičnim mlečkom (preglednica 5). Največ flavonoidov je vseboval vzorec z oznako 
MM3. 
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Nabas in sod. (2014) so določali vsebnost skupnih flavonoidov v matičnem mlečku  iz 
Jordanije po enakem postopku, vsebnost je bila večja, znašala je 1,28 mg/g.  
4.3 REZULTATI DOLOČANJA ANTIOKSIDATIVNE UČINKOVITOSTI 
MATIČNEGA MLEČKA 
4.3.1 Sposobnost lovljenja prostega radikala DPPH∙ 
Antioksidativno aktivnost matičnega mlečka smo določali s preprosto metodo DPPH∙ . 
Podali smo jo kot % inhibicije glede na referenčno raztopino.  
 
Največjo antioksidativno učinkovitost sta imela matična mlečka MM2 in MM10. 
Povprečen odstotek inhibicije je pri slovenskem matičnem mlečku dosegel vrednosti 22,5, 
pri tujem matičnem mlečku pa nekoliko manj, in sicer 18,8 %. Antioksidativna 
učinkovitost matičnega mlečka, določena kot sposobnost lovljenja radikala DPPH∙, se je 
zmanjševala v naslednjem zaporedju: MM2 > MM10 > MM4 > MM5 > MM7 > MM8 > 
MM1 > MM9 > MM12 > MM6 > MM3 = MM11. 
 
Pavel in sod. (2015) so v matičnem mlečku romunskega porekla določili večji % inhibicije, 
in sicer v povprečju 37,23 %, v matičnem mlečku iz sosednjih držav pa 35,94 %. 
Balkanska in sod. (2017) so % inhibicije določili v 20 vzorcih bolgarskega matičnega 
mlečka. Dobili so vrednosti v območju od 10,17 % do 39,39 % oz. v povprečju 24,23 %, 
kar je v skladu z rezultati naše analize. 
4.3.2 Rezultati določanja antioksidativne učinkovitosti matičnega mlečka z 
metodo redukcije železovega iona 
Največjo antioksidativno učinkovitost smo določili, enako kot pri metodi z DPPH∙, pri 
vzorcih matičnega mlečka MM2 in MM10. Povprečna FRAP vrednost v vzorcih 
slovenskega matičnega mlečka je znašala 3,03 µmol Fe2+/g, tujega matičnega mlečka pa 
2,76 µmol. Antioksidativna učinkovitost matičnega mlečka, določena z metodo redukcije 
železovega iona, se je zmanjševala po nekoliko drugačnem zaporedju: MM2 > MM10 > 
MM4 > MM5 > MM12 > MM6 > MM9 > MM1 > MM3 > MM7 > MM11 > MM8. 
 
Crenguta in sod. (2015) so določili FRAP vrednosti v matičnem mlečku romunskega 
porekla, v povprečju je znašala 2,2 µmol/g, v matičnem mlečku sosednjih držav pa 1,83 
µmol/g. Vzorci matičnega mlečka bolgarskega porekla so pokazali večje vrednosti FRAP, 
in sicer so se rezultati gibali v območju od 0,44 do 8,49 µmol/g oz. v povprečju 3,50 
µmol/g (Balkanska in sod., 2017).  
4.4 REZULTATI DOLOČANJA VSEBNOSTI 10-HDA V VZORCIH 
MATIČNEGA MLEČKA 
Vsebnost 10-HDA v matičnem mlečku smo določali s tekočinsko kromatografijo, 
sklopljeno z masnim spektrometrom (LC-MS). Kromatogram vzorca matičnega mlečka je 
prikazan na sliki 27. Retencijski čas 10-HDA je znašal 3,3 minute. 
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Slika 27: HPLC kromatogram vzorca matičnega mlečka 
Iz preglednice 6 je razvidno, da je bila povprečna vsebnost 10-HDA v vzorcih matičnega 
mlečka slovenskega porekla 2,86 g/100 g, medtem ko je bila povprečna vrednost 10-HDA 
v vzorcih matičnega mlečka tujega porekla nekoliko manjša, in sicer 2,60 g/100 g. 
Standardi kakovosti za svež matični mleček določajo, da mora biti vsebnost 10-HDA v 
svežem matičnem mlečku vsaj 1,4 g/100 g (Sabatini in sod., 2009; ISO, 2016), čemur pa 
matični mleček MM12 ne ustreza. Na sliki 28 so v paralelkah prikazane vsebnosti 10-HDA 
za posamezne vzorce matičnega mlečka. Največjo vsebnost 10-HDA je imel vzorec 
MM10, znašala je povprečno 4,61 g/100 g. 
  
 
Slika 28: Vsebnost 10-HDA v vzorcih matičnega mlečka 
Dobljeni rezultati so primerljivi s predhodnimi analizami vzorcev slovenskega matičnega 
mlečka (Štaudohar, 2014; Kandolf Borovšak in sod., 2017), le območje vrednosti je 
nekoliko širše. V povprečju so vzorci slovenskega matičnega mlečka v okviru naše 
raziskave vsebovali 2,86 g 10-HDA/100 g, vzorci matičnega mlečka v predhodnih 
raziskavah pa v povprečju 2,77 g 10-HDA/100 g (Štaudohar, 2014) oz. 2,81 g 10-
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4.5 DOLOČITEV FENOLNEGA PROFILA VZORCEV MATIČNEGA MLEČKA 
S  TEKOČINSKO KROMATOGRAFIJO, SKLOPLJENO Z MASNIM 
SPEKTROMETROM (LC-MS) 
Za določitev vsebnosti posameznih FS v matičnem mlečku smo uporabili metodo LC-MS. 
      
Glede na rezultate naše raziskave vsebuje matični mleček slovenskega in tujega porekla v 
povprečju največ salicilne kisline (273,01 µg/g). Ostale fenolne spojine, ki smo jih 
določali, se nahajajo v manjših koncentracijah: ferulna kislina (2,88 µg/g), elagična kislina 
(1,60 µg/g), miricetin (1,28 µg/g), siringična kislina (1,02 µg/g), protokatehuična kislina 
(0,78 µg/g), kavna kislina (0,29 µg/g), naringenin in galangin, ki se nahajata v enakih 
koncentracijah (0,22 µg/g), krizin (0,21 µg/g), pinocembrin (0,13 µg/g), hesperetin (0,12 
µg/g), luteolin (0,11 µg/g), apigenin (0,10 µg/g) ter klorogenska kislina, galna kislina, 
kvercetin in katehin, ki se nahajajo v enakih koncentracijah (0,02 µg/g). Vsota posameznih 
FS v vzorcih matičnega mlečka, določena z LC-MS, je obsegala vrednosti od 253,64 µg/g 
do 312,89 µg/g (preglednica 6).  
 
Povprečna vsebnost flavona apigenina v slovenskem matičnem mlečku je znašala 0,10 
µg/g, tujem pa 0,04 µg/g. Največjo vsebnosti apigenina smo določili v matičnem mlečku 
MM8 s področja Bele krajine in sicer 0,17 µg/g. López-Gutiérrez s sod. (2014) navaja, da 
je vsebnost apigenina v treh vzorcih matičnega mlečka v podobnem območju, od 0,014 
µg/g do 0,112 µg/g matičnega mlečka, v štirih svežih in dveh liofiliziranih matičnih 
mlečkih pa apigenina niso zaznali. V študiji López-Gutiérrez in sod. (2016) so preiskovali 
vsebnost dveh glikozidov apigenina, apigenin-6-C-glukozida in apigenin-6-O-glukozida, in 
ugotovili, da se vsebnost te spojine s skladiščenjem pri 5 °C po 12 mesecih ni spremenila. 
V našem primeru smo vzorce analizirali z LC-MS 7 mesecev po pobiranju matičnega 
mlečka.  
 
Vsebnosti flavona krizina so bile v tujem matičnem mlečku večje, v povprečju 0,55 µg/g, v 
slovenskem matičnem mlečku pa 0,21 µg/g. V naši raziskavi pa je največje vrednosti 
dosegal matični mleček MM12 iz Kitajske, in sicer 0,76 µg/g. Vsebnost krizina v svežem 
matičnem mlečku je v raziskavi López-Gutiérrez in sod. (2014) variirala med 0,181 µg/g in 
0,267 µg/g. Količina krizina v liofiliziranem matičnem mlečku je znašala 0,061 µg/g oz. ni 
bila zaznana. V raziskavi López-Gutiérrez in sod. (2016) je količina tega flavona po 12 
mesecih skladiščenja pri 5 °C ostala konstantna.  
 
Povprečna vsebnost galangina v gramu slovenskega matičnega mlečka je znašala 0,22 µg, 
v tujem pa 0,25 µg. Matični mleček z oznako MM9 je vseboval največ galangina.  
 
Vsebnost miricetina v matičnem mlečku slovenskega porekla je znašala v povprečju 1,28 
µg/g. Matični mleček tujega porekla je vseboval 2,48 µg miricetina/g. Vsebnosti se precej 
razlikujejo. V treh vzorcih slovenskega matičnega mlečka je bila vsebnost omenjene FS 
pod mejo detekcije. Največje vsebnosti je dosegal vzorec MM6. 
 
Povprečna vsebnost flavona luteolina v matičnem mlečku slovenskega porekla je znašala 
0,11 µg/g, v vzorcih tujega porekla pa 0,08 µg/g. V vzorcih matičnega mlečka z oznako 
MM9 in MM11 je bila vsebnost luteolina pod mejo detekcije. V raziskavi López-Gutiérrez 
in sod. (2016) se količina luteolin glukozida (luteolin-6-C-glukozid) po 12 mesecih 
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skladiščenja pri 5 °C ni spremenila. Vsebnost luteolina-7-0-glukozida v študiji López-
Gutiérrez in sod. (2014) je znašala 0,236 µg/g, v večini vzorcev pa ta glukozid sploh ni bil 
zaznan.  
 
Vsebnosti pinocembrina v vzorcih slovenskega matičnega mlečka variirajo od 0,01 µg/g 
do 0,39 µg/g, v tujem matičnem mlečku vsebnost variira od 0,18 do 0,44 µg/g. Največjo 
vsebnost smo določili v matičnem mlečku MM12, za katerega predvidevamo, da je 
kitajskega porekla. V študiji López-Gutiérrez in sod. (2016) so dokazali prisotnost 
pinocembrina v vzorcu matičnega mlečka šele po 12 mesecih skladiščenja. Vsebnost je v 
povprečju znašala 0,1 µg/g. 
 
Vsebnost protokatehuične kisline v slovenskem matičnem mlečku je v povprečju znašala 
0,78 µg/g, v tujem pa 0,66 µg/g. Največja vsebnost je bila določena v matičnem mlečku 
MM10 in je znašala 1,66 µg/g. 
 
Vsebnost kavne kisline v matičnem mlečku slovenskega porekla je variirala med 0,07 in 
0,47 µg/g, v tujem pa med 0,17 µg/g in 0,24 µg/g. Največje vrednosti kavne kisline je 
dosegal matični mleček z Dolenjske z oznako MM1. 
 
Klorogenska kislina je bila v slovenskem matičnem mlečku zastopana v zelo majhnih 
količinah. Izstopal je matični mleček MM11, ki je vseboval 0,44 µg klorogenske kisline/g. 
 
Povprečna vsebnost galne kisline v matičnem mlečku slovenskega in tujega porekla je 
znašala 0,02 µg/g. 
 
Vsebnost siringične kisline v nekaterih vzorcih slovenskega matičnega mlečka ni bila 
zaznana, v drugih vzorcih pa je variirala do 2,47 µg/g, v vzorcih  matičnega mlečka tujega 
izvora pa je znašala 0,13 µg/g oz. 1,75 µg/g. Siringične kisline v vzorcih MM1 in MM4 
nismo zaznali. 
 
Povprečna vsebnost elagične kisline v slovenskem matičnem mlečku je znašala 1,6 µg/g, v 
tujem pa 2,59 µg/g. Razlika med matičnim mlečkom slovenskega in tujega porekla je 
opazna. 
 
Povprečna vsebnost katehina v matičnem mlečku slovenskega porekla je znašala 0,02 
µg/g, v vzorcih tujega izvora pa ni bil zaznan. 
 
Vsebnost ferulne kisline v matičnem mlečku je variirala od 1,73 do 4,73 µg/g pri 
slovenskem matičnem mlečku in pri tujem od 0,57 do 1,08 µg/g. Količina ferulne kisline je 
v raziskavi López-Gutiérez in sod. (2014) variirala od 0,013 µg/g do 0,019 µg/g in je bila 
edina fenolna kislina, ki so jo določili v matičnem mlečku. 
 
Povprečna vsebnost hesperetina v matičnem mlečku slovenskega porekla je znašala 0,12 
µg/g, tujega pa 0,10 µg/g. V raziskavi López-Gutiérrez in sod. (2014) so določili večjo 
koncentracijo hesperetina, t.j. 0,609 µg/g. 
 
Vsebnost kvercetina v slovenskem in tujem matičnem mlečku je zelo majhna, v povprečju 
je znašala 0,02 µg/g. López-Gutiérrez in sod. (2016) so dokazali prisotnost kvercetina v 
matičnem mlečku šele po 6 mesecih skladiščenja. Vsebnost je v povprečju znašala 2,1 
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µg/g. Mehanizem nastanka te FS je zelo kompleksen, zaradi narave matriksa in možnih 
interakcij med spojinami. Verjetno pa je, da je kisla narava matičnega mlečka povzročila 
deglikozilacijo s kislinsko hidrolizo kvercetin-3-O-glukozida, kvercetin-3-O-galaktozida in 
kvercetin-3-O-rutinozida (López-Gutiérrez in sod., 2016). 
 
Povprečna vsebnost flavanona naringenina v matičnem mlečku slovenskega porekla znaša 
0,22 µg/g, v matičnem mlečku tujega porekla pa 0,28 µg/g. Najbolj izstopa vzorec z 
oznako MM9 iz okolice Ljubljane. Vseboval je 0,74 µg naringenina/g. Vsebnost 
naringenina v raziskavi López-Gutiérrez in sod. (2014) je variirala med 0,163 µg/g in 
0,793 µg/g, v štirih vzorcih ga niso zaznali. V liofiliziranem matičnem mlečku je vsebnost 
naringenina znašala 0,117 µg/g, v enem vzorcu liofiliziranega matičnega mlečka pa 
omenjeni flavon ni bil zaznan. 
 
Vsebnost salicilne kisline v slovenskem matičnem mlečku je variirala med 244,2 µg/g in 
303,18 µg/g, v tujem pa med 239,49 µg/g in 278,25 µg/g. Največ jo je vseboval matični 
mleček z oznako MM8. Omenjena fenolna kislina se nahaja v matičnem mlečku v 
primerjavi z drugimi FS v največjih količinah, t.j. 303,18 µg/g. 
 
Vsota  posameznih fenolnih spojin je v slovenskem matičnem mlečku variirala med 253,64 
µg/g in 312,89 µg/g, pri dveh vzorcih matičnega mlečka tujega porekla pa je znašala 
248,48 µg/g oz. 288,37 µg/g. Vsebnost skupnih fenolnih spojin v raziskavi López-
Gutiérrez in sod. (2014) je variirala od 12,96 µg/g do 20,565  µg/g v svežem matičnem 
mlečku, v liofiliziranem pa med 14,322 µg/g in 24,709 µg/g. Določili so občutno manj 
fenolnih spojin, salicilne kisline niso določili. Če v naših rezultatih salicilne kisline ne 
upoštevamo, dobimo v povprečju 9,03 µg fenolnih spojin/g matičnega mlečka slovenskega 
porekla in 9,55 µg/g matičnega mlečka tujega porekla. 
 
Dobljene rezultate smo primerjali s študijo López-Gutiérez in sod. (2014), kjer so s 
TurboFlow™ tekočinsko kromatografijo, sklopljeno z orbitrap masnim spektrometrom 
analizirali 7 svežih in 2 liofilizirana matična mlečka španskega porekla. Analizirali so 
prisotnost 52 FS v matičnem mlečku. Od flavonoidov so določili naslednje spojine: 
hesperetin, izosakuranetin, naringenin, acacetin, apigenin, apigenin-6-C-glukozid, 
apigenin-7-0-glukozid, krizin, luteolin-7-0-glukozid, izoramnetin-3-0-glukozid, kamferol-
3-0-glukozid, kumestrol, formononetin in genistein, od fenolnih kislin pa ferulno kislino. 
Ostale FS pa so bile pod mejo detekcije.  
 
Rezultate naše analize smo primerjali tudi s študijo López-Gutiérez in sod. (2016). V 
omenjeni študiji so določali vpliv skladiščenja (pri 5 °C) na vsebnost fitokemijskih spojin v 
zelenem čaju, soji, matičnem mlečku španskega porekla in grozdju v obdobju enega leta. 
Analize so izvajali s HPLC in orbitrap masnim sprektometrom. V matičnem mlečku so na 
začetku skladiščenja določili acacetin, apigenin-6-0-glukozid, apigenin-7-0-glukozid, 
apigenin-8-C-glukozid, biokanin A, krizin, daidzein, glicitein, izoramnetin, kamferol, 
luteolin-6-C-glukozid, rutin, tamariksetin. Po 3-mesečnem skladiščenju znanih razgradnih 
produktov v matičnem mlečku niso določili, po 6-mesečnem skladiščenju so bili določeni 
izoramnetin oz. tamariksetin, kvercetin in kvercetin-3-O-glukozid oz. kvercetin-3-0-
galaktozid. Slednja dva na začetku skladiščenja nista bila identificirana in je njuna 
vsebnost v matičnem mlečku s časom naraščala. Pinocembrin so določili šele po 12 
mesecih skladiščenja, na začetku analiz je bil pod mejo detekcije. 
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4.6 STATISTIČNA OBDELAVA 
4.6.1 Vpliv pridelovalca matičnega mlečka na posamezne analizirane parametre 
V sklopu naloge smo ugotavljali vpliv pridelovalca na posamezne parametre matičnega 
mlečka. V preglednici 7 so zbrane povprečne vrednosti posameznih parametrov glede na 
pridelovalca matičnega mlečka, standardna napaka ocene in stopnje značilnosti.  
 
Preglednica 7: Vpliv pridelovalca matičnega mlečka na vsebnost FS, skupnih flavonoidov in antioksidativno 




SE p vr. 
MM1 MM2 MM3 MM4 MM5 MM6 MM7 MM8 MM9 MM10 MM11 MM12 
SFSga 
(mg/g) 
0,385cb 0,411b 0,361cbd 0,345cd 0,359cbd 0,372cb 0,347cd 0,308d 0,376cb 0,365cb 0,336cd 0,463a 0,023 0,003 
SFShet 
(mg/g) 
0,448cb 0,482b 0,418cbd 0,398cd 0,416cbd 0,431cb 0,401cd 0,352d 0,436cb 0,422cb 0,387cd 0,546a 0,029 0,003 
SFShed 
(mg/g) 
1,255cb 1,340b 1,177cbd 1,124cd 1,171cbd 1,212cb 1,132cd 1,004d 1,225cb 1,188cb 1,095cd 1,509a 0,075 0,003 
SFSEga 
(mg/g) 
0,281b 0,362a 0,187e 0,279b 0,210d 0,244c 0,286b 0,238c 0,278b 0,358a 0,173f 0,188e 0,006 <0,001 
SFSEhet 
(mg/g) 
0,302b 0,408a 0,179e 0,299b 0,209d 0,254c 0,308b 0,245c 0,298b 0,403a 0,160f 0,181e 0,008 <0,001 
SFSEhed 
(mg/g) 












0,488a 0,246cbd 0,298cb 0,158d 0,178cd 0,229cb 0,331b 0,302cb 0,190cd 0,204cbd 0,056 0,003 
DPPH∙ 
(% inhib.) 






2,753gh 3,958a 2,620ihj 3,367cb 3,296cd 2,994ef 2,541ihj 2,379j 2,873gf 3,520b 2,424ij 3,101ed 0,096 <0,001 
 
LSM – ocenjene srednje vrednosti, SE – standardna napaka ocene, SFS – skupne fenolne spojine, SFSE – skupne fenolne 
spojine po ekstrakciji na trdni fazi, ga – galna kislina, het – hesperetin,  hed – hesperidin, FL – flavonoidi, DPPH – 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil, FRAP – test s katerim ugotavljamo antioksidativno učinkovitost matičnega mlečka z metodo 
redukcije železovih ionov (Ferric reducing antioxidant power), MM1 – Metelko, MM2 – Bokal, MM3 – Kolar, MM4 – 
Cvet, MM5 –  Pavlovič, MM6– Vidovič, MM7 – Pislak, MM8 – Pavlin, MM9 – Lužar, MM10 – Dremelj, MM11 – 
Pavlinič, MM12 – Medex, vrednosti z različno nadpisano črko znotraj vrstice (a-j) se statistično značilno razlikujejo (p 
0,05; značilnost razlik med pridelovalci) 
 
Iz preglednice 7 razberemo, da je bila pri vseh parametrih stopnja tveganja manjša od 0,05, 
zato smo sprejeli osnovno domnevo. S tem smo potrdili, da v povprečnih vrednostih 
analiziranih parametrov po obravnavanjih obstajajo statistično značilne razlike med vzorci 
matičnega mlečka različnih pridelovalcev/čebelarjev.  
 
Z Duncanovim testom smo potrdili, da se vzorci matičnega mlečka glede na vsebnost SFS, 
določeno kot ekvivalent galne kisline, hesperetina in hesperidina, brez predhodne SPE med 
seboj statistično značilno razlikujejo oz. ne razlikujejo v naslednjih kombinacijah: 
- vzorci z oznakami MM2, MM8 in MM12 se med seboj statistično značilno 
razlikujejo, saj so nadpisane črke različne, 
- vzorec MM12 se statistično značilno razlikuje od vseh vzorcev, 
- vzorec MM2 se statistično značilno ne razlikuje od vzorcev MM1, MM3, MM5, 
MM6, MM9 in MM10. 
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Vzorci matičnega mlečka se glede na vsebnost SFS, določeno kot ekvivalent galne kisline, 
hesperetina in hesperidina, ob predhodni SPE, med sabo statistično značilno razlikujejo oz. 
ne razlikujejo v naslednjih kombinacijah:  
- vzorci z oznakami MM1, MM4, MM7, MM9 se med seboj statistično značilno ne 
razlikujejo, 
- vzorca MM2 in MM10 se med seboj statistično značilno ne razlikujeta, razlikujeta 
pa se od ostalih vzorcev,  
- vzorca MM5 in MM11 se med seboj statistično značilno ne razlikujeta, razlikujeta 
pa se od ostalih vzorcev,. 
 
Pri rezultatih za vsebnost skupnih flavonoidov, določeno kot ekvivalent katehina oz. rutina 
ugotovimo, da se vzorci med sabo statistično značilno razlikujejo v sledečih kombinacijah: 
- vzorec z oznako MM3 se statistično značilno razlikuje od ostalih vzorcev 
matičnega mlečka, 
- vzorci MM2, MM3, MM6, MM9 se med seboj statistično značilno razlikujejo. 
 
Glede na antioksidativno učinkovitost vzorcev matičnega mlečka, določeno  kot % 
inhibicije radikala DPPH∙ ugotovimo, da:  
- se vzorec MM2 statistično značilno razlikuje od ostalih vzorcev, 
- vzorec MM1 se statistično značilno ne razlikuje od vzorcev MM6, MM7, MM8, 
MM9 in MM12. Vzorci se statistično značilno ne razlikujejo, z izjemo MM6 in 
MM7, ki se med sabo statistično značilno razlikujeta, 
- vzorci MM3, MM6, MM9, MM11 in MM12 se statistično značilno ne razlikujejo. 
 
Če primerjamo antioksidativno učinkovitost vzorcev, določeno s FRAP reagentom 
ugotovimo, da: 
- se vzorec MM2 statistično značilno razlikuje od ostalih vzorcev, 
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Preglednica 8: Vpliv pridelovalca matičnega mlečka na vsebnost 10-HDA in FS v matičnem mlečku 







MM1 MM2 MM3 MM4 MM5 MM6 MM7 MM8 MM9 MM10 MM11 MM12 
10-HDA 
(g/100 g) 
1,505gf 1,753f 1,631f 2,085e 2,907d 3,143d 3,470c 3,691cb 3,794b 4,613a 3,913b 1,254g 0,119 <0,001 
apigenin  
(µg/g) 
0,151a 0,065bc 0,085bac 0,035bc 0,033bc 0,160a 0,049bc 0,166a 0,114ba 0,107bac 0,027c 0,045bc 0,035 0,008 
krizin 
 (µg/g) 
0,294c 0,164ed 0,122edf 0,078f 0,166ed 0,100ef 0,112edf 0,580b 0,281c 0,175d 0,346c 0,764a 0,031 <0,001 
galangin  
(µg/g) 
0,307b 0,224d 0,134fe 0,171e 0,136fe 0,166e 0,113f 0,264c 0,408a 0,160e 0,209d 0,283cb 0,016 <0,001 
miricetin 
 (µg/g) 
n.d.e n.d.e n.d.e 1,273ecd 1,193ecd 3,263ba 0,783ecd 2,196bc 2,109bcd 2,016bcd 0,717ed 4,239a 0,604 0,000 
luteolin  
(µg/g) 
0,086c 0,118bc 0,087c 0,127bc 0,080c 0,144ba 0,166ba 0,180a n.d.d 0,142ba n.d.d 0,159ba 0,021 <0,001 
pinocembrin  
(µg/g) 
0,275c 0,099f 0,073g 0,041h 0,044h 0,047h 0,011i 0,234d 0,388b 0,072g 0,178e 0,436a 0,009 <0,001 
protokatehuična 
kislina (µg/g) 
0,528f 0,919c 0,313g 0,474f 0,652e 0,644e 1,081b 0,586fe 0,972c 1,656a 0,809d 0,519f 0,049 <0,001 
kavna kislina  
(µg/g) 
0,474a 0,473a 0,196ef 0,229ed 0,069g 0,224ed 0,178f 0,407b 0,330c 0,353c 0,235d 0,169f 0,017 <0,001 
klorogenska 
kislina (µg/g) 
0,013b 0,026b 0,010b 0,015b 0,011b 0,004b 0,019b 0,017b 0,022b 0,024b 0,444a 0,001b 0,010 <0,001 
galna kislina 
(µg/g) 
0,023bdac 0,032a 0,026bac 0,018bdec 0,014dec 0,008e 0,019bdec 0,028ba 0,015dec 0,025bac 0,024bdac 0,011de 0,005 0,014 
siringična kislina 
 (µg/g) 
n.d.a 1,172a 1,621a n.d.a 1,461a 0,929a 1,170a 0,852a 0,547a 2,474a 1,746a 0,131a 1,354 0,773 
elagična kislina  
(µg/g) 
1,800de 1,059h 0,552i 2,084c 1,693fe 1,290g 1,955dc 1,661fe 2,358b 1,552f 2,752a 2,437b 0,097 <0,001 
katehin  
(µg/g) 
0,057a 0,005b 0,030ba 0,003b 0,002b 0,012b 0,012b 0,010b 0,017b 0,006b 0,001b 0,002b 0,016 0,115 
ferulna kislina  
(µg/g) 
4,734a 1,787dc 4,241a 2,123c 2,138c 1,728dc 1,740dc 2,192c 3,504b 4,628a 1,076de 0,566e 0,335 <0,001 
hesperetin  
(µg/g) 
0,304a 0,111cb 0,188b 0,121cb 0,063c 0,071c 0,101c 0,091c 0,068c 0,134cb 0,124cb 0,073c 0,035 0,001 
kvercetin  
(µg/g) 
0,037a 0,016b 0,018b 0,017b 0,018b 0,013b 0,018b 0,019b 0,012b 0,013b 0,012b 0,020b 0,004 0,001 
naringerin  
(µg/g) 
0,364b 0,125hg 0,101i 0,078j 0,137g 0,116hi 0,103i 0,226e 0,743a 0,198f 0,290c 0,261d 0,007 <0,001 
salicilna kislina  
(µg/g) 
244,20d 248,43d 250,89d 286,29bc 279,91bc 270,51c 271,87c 303,18a 283,24bc 291,58ba 239,49d 278,25bc 6,61 <0,001 
vsota fenolnih  
spojin (µg/g) 
253,64d 254,83d 258,68d 293,18bc 287,82bc 279,43c 279,50c 312,89a 295,13bc 305,32ba 248,48d 288,37bc 7,54 <0,001 
 
LSM – ocenjene srednje vrednosti, SE – standardna napaka ocene, MM1 – Metelko, MM2 – Bokal, MM3 – Kolar, MM4 
– Cvet, MM5 –  Pavlovič, MM6– Vidovič, MM7 – Pislak, MM8 – Pavlin, MM9 – Lužar, MM10 – Dremelj, MM11 – 
Pavlinič, MM12 – Medex, n.d.- pod mejo detekcije, vrednosti z različno nadpisano črko znotraj vrstice (a-j) se statistično 
značilno razlikujejo (p 0,05; značilnost razlik med pridelovalci) 
 
V preglednici 8 opazimo, da je imela večina parametrov stopnjo tveganja manjšo od 0,05, 
zato smo sprejeli osnovno domnevo. S tem smo potrdili, da v povprečnih vrednostih za 
posamezne analizirane parametre po obravnavanjih obstajajo statistično značilne razlike 
med vzorci matičnega mlečka različnih pridelovalcev. Stopnja tveganja je bila večja od 
0,05 le pri siringični kislini in katehinu. Statistično značilnih razlik pri teh dveh parametrih 
glede na pridelovalca ni.  
 
Z Duncanovim testom smo 12 vzorcev glede na različne parametre razvrstili v največ 10 
razredov (a-j). Ugotovili smo, da se vzorci glede na vsebnost 10-HDA statistično značilno 
razlikujejo oz. ne razlikujejo v naslednjih kombinacijah: 
- vzorca MM4 in MM10 se statistično značilno razlikujeta od ostalih vzorcev, 
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- statistično značilno se med seboj ne razlikujejo vzorci MM1, MM2 in MM3; MM5 
in MM6; MM8, MM9 in MM11 ter MM7 in MM8. 
 
Pri rezultatih za vsebnost posameznih FS, se vzorci med sabo statistično značilno 
razlikujejo oz. ne razlikujejo v sledečih kombinacijah: 
- pri vsebnosti krizina se vzorca MM8 in MM12 statistično značilno razlikujeta od 
ostalih vzorcev, 
- pri vsebnosti galangina se vzorca MM2 in MM11 statistično značilno med sabo ne 
razlikujeta, kažeta pa statistično značilne razlike glede na ostale vzorce, 
- pri vsebnosti luteolina se vzorca MM9 in MM11 statistično značilno razlikujeta od 
ostalih vzorcev, 
- pri vsebnosti protokatehuične kisline se vzorci MM3, MM7, MM11 statistično 
značilno razlikujejo od ostalih vzorcev, 
- pri vsebnosti kavne kisline se vzorci MM1, MM2, MM5 in MM8 statistično 
značilno razlikujejo od ostalih vzorcev, 
- pri vsebnosti klorogenske kisline je vzorec MM11 statistično značilno različen od 
ostalih vzorcev, 
- pri vsebnosti siringične kisline statistično značilnih razlik med vzorci ni, 
- pri vsebnosti elagične kisline se vzorci MM2, MM3 in MM11 statistično značilno 
razlikujejo od vseh vzorcev, 
- glede na vsebnost katehina se vzorec MM1 statistično značilno razlikuje od vseh 
vzorcev, razen od vzorca MM3, 
- pri vsebnosti hesperetina in kvercetina se vzorec MM1 statistično značilno razlikuje 
od ostalih vzorcev,  
- pri vsebnosti salicilne kisline in vsoti posameznih fenolnih spojin se vrednosti pri 
vzorcu MM8 statistično značilno razlikujejo od ostalih vzorcev. 
4.6.2 Vpliv metode za določanje vsebnosti skupnih fenolnih spojin (SFS) z in 
brez ekstrakcije na trdni fazi (SPE) na določene vrednosti skupnih fenolnih 
spojin (SFS) v matičnem mlečku 
S Studentovim t-testom smo preverili povezanost med metodama za določanje SFS s 
Folin-Ciocaltejevim (F-C) reagentom brez predhodne SPE in s predhodno SPE. 
 












SFSga (mg/g) 0,369 0,257 0,015 0,000 
SFShes (mg/g) 1,203 1,167 0,062 0,577 
SFShed (mg/g) 0,428 0,271 0,019 0,000 
 
LSM – ocenjene srednje vrednosti, SE – standardna napaka ocene, SFS – skupne fenolne spojine, ga – galna kislina, het – 
hesperetin, hed – hesperidin, F-C – Folin Ciocalteu, SPE – ekstrakcija na trdni fazi, p 0,05; značilnost razlik med 
različnimi porekli 
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Iz preglednice 9 razberemo, da obstaja statistično značilna razlika med metodama za 
določanje vsebnosti SFS, izražene kot ekvivalent galne kisline in hesperidina, saj je p 
vrednost manjša od 0,05. Med metodama za določanje vsebnosti SFS, izražene kot 
ekvivalent hesperetina, pa statistično značilnih razlik ni.  
4.6.3 Korelacije med posameznimi parametri 
4.6.3.1 Korelacija med metodama za določanje skupnih fenolnih spojin s F-C 
reagentom in metodo LC-MS  
Ugotovili smo, da nam Pearsonov koeficient korelacije, ki znaša 0,08, pove, da 
povezanosti med metodama za določanje SFS s F-C reagentom ni. Vsebnost SFS, določena 
brez predhodne SPE je, kot smo predvidevali, večja od vsebnosti določene s SPE (slike 29 
do 31). Vsebnosti SFS ob predhodni uporabi SPE, izražene kot ekvivalent galne kisline in 
hesperetina, so načeloma manjše kot tiste, kjer nismo uporabili ekstrakcije na trdni fazi. 
Izjema so vsebnosti SFS, izražene kot ekvivalent hesperidina, ki imajo pri vzorcih 
matičnega mlečka MM1, MM2, MM4, MM7, MM8, MM9, MM10 večje vsebnosti SFS, 
določenih s F-C metodo, ob predhodni SPE. 
 
Razlike v vsebnosti SFS z oz. brez SPE se pojavijo zaradi določenih motečih spojin 
(aminokisline, organske kisline, reducirajoči sladkorji in drugi reducenti), ki se poleg 
fenolnih spojin pojavljajo v matičnem mlečku. Pri metodi določanja SFS brez SPE so te 
spojine prisotne v analizirani raztopini in reagirajo s F-C reagentom, kar daje "lažno" 
previsok rezultat.  
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Slika 30: Primerjava metod za določanje vsebnosti SFS, izražene kot ekvivalent hesperetina 
 
 
Slika 31: Primerjava metod za določanje vsebnosti SFS, izražene kot ekvivalent hesperidina 
Raziskali smo tudi korelacijo med vsebnostjo SFS v matičnem mlečku, določeno s F-C 
metodo brez SPE, in izraženo kot ekvivalent galne kisline, hesperetina in hesperidina ter 
vsoto posameznih fenolnih spojin, določenih z LC-MS metodo. Ugotovili smo, da je med 
omenjenima parametroma negativna povezava (r = -0,18). Korelacijski koeficient med 
vsebnostjo SFS, določeno s F-C metodo ob predhodni SPE, in izraženo kot ekvivalent 
galne kisline, hesperetina in hesperidina ter LC-MS metodo pa znaša 0,16.  
 
Korelacij med posameznimi metodami določanja SFS ni. Montedoro in sod. (1992) prav 
tako ugotavljajo, da se rezultati LC-MS analize ne ujemajo z rezultati F-C metode. 
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4.6.3.2 Korelacija med vsebnostjo skupnih fenolnih spojin in antioksidativno 
učinkovitostjo matičnega mlečka 
Za preiskovane ekstrakte matičnega mlečka smo poskušali ugotoviti,  
ali obstaja linearna povezanost med SFS, določenimi s F-C reagentom brez predhodne 
SPE, in sposobnostjo lovljenja DPPH∙ radikala. Povezave ni, saj je koeficient korelacije 
neznaten. Ugotovili smo tudi, da je sposobnost redukcije železovega iona v pozitivni 
povezavi s SFS, določenimi s F-C metodo brez SPE, koeficient korelacije znaša 0,41. 
Omenjeni koeficienti veljajo pri 0,01 stopnji tveganja. 
 
Statistična analiza je pokazala, da obstaja pozitivna korelacija med vsebnostjo SFS, 
določeno s F-C reagentom ob predhodni SPE, izraženo kot ekvivalent galne kisline, 
hesperetina oz. hesperidina, in antioksidativno učinkovitostjo, določeno kot % inhibicije 
radikala DPPH∙ (r = 0,78 za vse 3 zveze). Na sliki 32 je za preiskovane vzorce prikazana 
zveza med % inhibicije in vsebnostjo SFS, izraženo kot ekvivalent galne kisline, 
hesperetina oz. hesperidina v reakcijski mešanici ob predhodni SPE. Grafični prikaz 
linarne regresije smo naredili s pomočjo programa Excel. Trdimo lahko, da vzorci 
matičnega mlečka z večjim % inhibicije vsebujejo tudi več SFS. Zvezo med % inhibicije in 
vsebnostjo SFS, določeno kot ekvivalent galne kisline, lahko opišemo z regresijskim 
modelom: y = 0,0141x – 0,0512, zvezo med % inhibicije in vsebnostjo SFS, določeno kot 
ekvivalent hesperetina, z regresijskim modelom: y = 0,0184 – 0,1329, zvezo med % 
inhibicije in vsebnostjo SFS, določeno kot ekvivalent hesperidina, pa z regresijskim 
modelom y = 0,0652x – 0,2592. 
 
 
Slika 32: Zveza med antioksidativno učinkovitostjo (% inhibicije) in vsebnostjo SFS (mg/g) v matičnem 
mlečku    
Nižji koeficient korelacije smo dobili med vsebnostjo SFS, določeno s F-C reagentom, ob 
predhodni ekstrakciji SPE, izraženo kot ekvivalent galne kisline, hesperetina oz. 
hesperidina in antioksidativno učinkovitostjo, določeno z metodo redukcije železovega 
iona, in sicer znaša vrednost Pearsonovega korelacijskega koeficienta 0,61 (za vsako od 
treh zvez). Povezava med omenjenima parametroma je zmerna. Tudi v tem primeru 
omenjeni koeficienti veljajo pri 0,01 stopnji tveganja.  
y = 0,0141x - 0,0512 
y = 0,0184x - 0,1329 
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Na sliki 33 je za preiskovane vzorce prikazana zveza med antioksidativno učinkovitostjo 
matičnega mlečka, določeno z metodo redukcije železovega iona in vsebnostjo SFS, 
določeno kot ekvivalent galne kisline, hesperetina oz. hesperidina v reakcijski mešanici ob 
predhodni SPE. Tudi v tem primeru opazimo linearno povezanost med antioksidativno 
učinkovitostjo in vsebnostjo SFS v matičnem mlečku, kar pomeni da vzorci matičnega 
mlečka z večjo FRAP vrednostjo vsebujejo več SFS. Zvezo med FRAP vrednostjo in SFS, 
določenimi kot ekvivalent galne kisline, lahko opišemo z regresijskim modelom: y = 
0,0799x – 0,0184, zvezo med FRAP vrednostjo in SFS, določenimi kot ekvivalent 
hesperetina, z regresijskim modelom: y = 0,105 – 0,0431, zvezo med FRAP vrednostjo in 




Slika 33: Zveza med antioksidativno učinkovitostjo (Fe2+(µmol/g)) in vsebnostjo SFS (mg/g) v matičnem 
mlečku 
Gorinsten in sod. (2003) navajajo, da obstaja linearna povezava med vsebnostjo SFS in 
sposobnostjo lovljenja radikala DPPH∙. Locatelli in sod. (2009) pa so dokazali obratno, saj 
linearne povezave med SFS in antioksidativno učinkovitostjo niso dobili. F-C reagent 
praktično meri redukcijsko sposobnost vzorca. Nekateri avtorji opisujejo, da so rezultati 
dobljeni s F-C metodo in metodo redukcije železovega iona v linearni povezavi (Huang in 
sod., 2005). Omenjajo tudi, da pri uporabi metode s F-C reagentom in metode, ki temelji 
na prenosu elektrona obstaja linearna korelacija med določenimi FS in njihovo 
antioksidativno učinkovitostjo. Guo in sod. (2009) ne izključujejo možnosti, da na 
korelacijo med antioksidativnostjo in SFS vplivajo tudi peptidi in proteini, prisotni v 
matičnem mlečku.   
                      
Na osnovi Pearsonovega korelacijskega koeficienta smo prišli do ugotovitve, da je 
korelacija med uporabljenima metodama za določanje antioksidativne učinkovitosti 
pozitivna, saj koeficient korelacije znaša 0,82. 
  
y = 0,0799x + 0,0184 
y = 0,105x - 0,0431 
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4.6.3.3 Korelacija med vsebnostjo skupnih flavonoidov in antioksidativno 
učinkovitostjo matičnega mlečka 
Vsebnost skupnih flavonoidov v matičnem mlečku ni v statistično značilni povezavi z 
antioksidativno učinkovitostjo. Pearsonov korelacijski koeficient znaša 0,18. Prav tako ni 
statistično značilne korelacije med vsebnostjo skupnih flavonoidov in sposobnostjo 
lovljenja prostih radikalov (r=0,16).  
4.6.3.4 Korelacija med vsebnostjo posameznih fenolnih spojin, določenih z LC-MS, 
in antioksidativno učinkovitostjo matičnega mlečka 
Ugotavljali smo tudi, ali obstaja statistično značilna povezava med vsebnostjo posameznih 
FS in antioksidativno učinkovitostjo določeno z radikalom DPPH∙. Rezultati statistične 
obdelave niso pokazali statistično značilne povezave med omenjenima parametroma.  
Izkazalo se je, da med FS, ki smo jih v okviru naše raziskave določili z LC-MS, z 
antioksidativno učinkovitostjo v najvišji meri kolerirata pinocembrin in protokatehuična 
kislina. Pri tem gre za negativno povezavo med antioksidativno učinkovitostjo matičnega 
mlečka in vsebnostjo pinocembrina (r = -0,33) ter pozitivno povezavo med antioksidativno 
učinkovitostjo matičnega mlečka in vsebnostjo protokatehuične kisline (r = 0,47). 
Povezave med parametri so zelo slabe. 
 
Raziskali smo tudi v kakšni povezavi so vsebnosti posameznih FS s sposobnostjo redukcije 
železovega iona. Rezultati, enako kot v prejšnjem primeru, niso pokazali statistično 
značilne povezave med parametroma. Ugotovili smo, da v najvišji meri kolerirata 
klorogenska (r = -0,34) in protokatehuična kislina (r = 0,3).  
 
Glede na rezultate statistične analize, bi lahko sklepali, da na antioksidativno učinkovitost 
ekstrakta matičnega mlečka, ki je zmes spojin z različnim antioksidativnim učinkom, 
vpliva več dejavnikov hkrati. Poglavitno vlogo pri tem igra medsebojni vpliv strukturno 
raznolikih spojin.   
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Eksperimentalni del raziskave je obsegal določanje vsebnosti fenolnih spojin (FS) in 10-
HDA v matičnem mlečku ter preverjanje antioksidativne učinkovitosti. Analizirali smo 12 
vzorcev letnika 2015, ki smo jih dobili neposredno od čebelarjev, le matični mleček 
znamke Medex smo kupili v lekarni v Ljubljani. Vzorce smo pripravili z raztapljanjem 
matičnega mlečka v destilirani vodi oz. v raztopini metanol/voda (45:55, v/v) in 
centrifugiranjem, pri metodi določanja vsebnosti SFS smo uporabili tudi ekstrakcijo na 
trdni fazi (SPE). 
 
Dobljene rezultate smo obdelali s statističnimi metodami, saj smo želeli ugotoviti vpliv 
pridelovalca, lokacije pridobivanja in porekla matičnega mlečka na vsebnost skupnih in 
posameznih FS, vsebnost skupnih flavonoidov, vsebnost 10-HDA, antioksidativno 
učinkovitost ter poiskati zveze (korelacije) med analiziranimi parametri.  
 
Določitev standardne sestave matičnega mlečka je zelo pomembna za razumevanje 
njegove biološke aktivnosti, določanje kakovosti tega čebeljega pridelka, varstva 
potrošnikov in kontrolo trga. Kemijsko sestavo matičnega mlečka je določalo več avtorjev, 
vendar so podatki, ki so na voljo v literaturi, zelo spremenljivi, zaradi variabilnosti tega 
proizvoda, različnih postopkov vzorčenja, načina in pogojev skladiščenja, časa in načina 
hranjenja čebel, metabolitov, sprememb v fiziologiji čebel delavk, starosti ličink v 
matičniku ob pobiranju matičnega mlečka, genetike čebel in navsezadnje tudi vrste čebel 
(Fratini in sod., 2016). Največji vpliv na rezultate lahko pripišemo uporabi različnih 
analitskih metod. Ključnega pomena je tudi način shranjevanja matičnega mlečka po 
pobiranju. Biološke lastnosti matičnega mlečka, shranjenega na sobni temperaturi, se 
spremenijo že po 20 urah. Matični mleček ima sposobnost zaviranja hiperglikemije le v 
prvem mesecu shranjevanja pri 4 °C (Bogdanov, 2015). 
 
V naši raziskavi je povprečna vsebnost skupnih fenolnih spojin (SFS), določena s F-C 
metodo in izražena kot ekvivalent galne kisline, v povprečju znašala 0,36 mg/g, vsebnost 
SFS izražena kot ekvivalent hesperetina 0,42 mg/g, vsebnost SFS, izražena kot ekvivalent 
hesperidina, pa 1,18 mg/g. S F-C metodo ob predhodni SPE smo dobili manjše povprečne 
vsebnosti in sicer 0,27 mg/g SFS, izraženih kot ekvivalent galne kisline, 0,29 mg/g SFS, 
podanih kot ekvivalent hesperetina in 1,24 mg/g SFS, izraženih kot ekvivalent hesperidina. 
Z metodo LC-MS je znašala vsota posameznih FS v vzorcih matičnega mlečka 
slovenskega in tujega porekla v povprečju 0,28 mg/g. Vsebnosti posameznih FS pa so 
variirale v koncentracijah od 0,01 μg/g do 0,30 mg/g. Vsebnosti nekaterih FS so bile pod 
mejo detekcije. 
  
Primerjava vsebnosti SFS v posameznih vzorcih matičnega mlečke, izraženih kot 
ekvivalent hesperidina, kaže, da so absolutne vsebnosti SFS opazno višje kot v primeru 
preračunavanja na ekvivalent galne kisline oz. hesperetina, kar je mogoče pojasniti z 
manjšo absorbanco hesperidina pri enaki koncentraciji. Vsota posameznih FS, določena z 
LC-MS, je primerljiva z rezultati vsebnosti SFS, izraženimi kot ekvivalent galne kisline oz. 
hesperetina ob predhodni SPE. Grafični prikaz vsebnosti SFS določenih na različne načine 
je prikazan na sliki 34.  
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Lui in sod. (2008) navajajo podobne rezultate določanja fenolnih spojin, izraženih kot 
ekvivalent galne kisline, kot smo jih določili v naši raziskavi. Vsebnost SFS v matičnem 
mlečku tajskega porekla je znašala od 0,15 mg/g do 0,22 mg/g, v drugih študijah pa so 
določili večje povprečne vrednosti; Nabas in sod. (2014) 23,3 mg/g, Pavel in sod. (2015) 
23,49 mg/g, Balkanska in sod. (2017) 19,54 mg/g. V raziskavi Gutierréz in sod. (2014) je 
vsota posameznih FS v matičnem mlečku variirala od 12,96 mg/g do 24,71 mg/g. na 
 
 
Slika 34: Primerjava vsebnosti SFS v posameznih matičnih mlečkih določenih z različnimi metodami 
SFS – skupne fenolne spojine, SFSE – skupne fenolne spojine po ekstrakciji na trdni fazi, ga – galna kislina, 
het – hesperetin, hed – hesperidin, LC-MS – tekočinska kromatografija, sklopljena z masnim spektrometrom  
 
Rezultate določanja posameznih FS v matičnem mlečku smo primerjali z objavljenimi 
študijami, ki jih je zelo malo, in ugotovili, da se v matičnem mlečku različnih 
proizvajalcev fenolne spojine nahajajo v zelo različnih koncentracijah. V študiji Lopez 
Gutierréz in sod. (2014) so identificirali naslednje fenolne spojine: hesperetin, 
izosakuranetin, naringenin, acacetin, apigenin, apigenin-6-C-glukozid, apigenin-7-0-
glukozid, krizin, luteolin-7-0-glukozid, izoramnetin-3-0-glukozid, kamferol-3-0-glukozid, 
kumestrol, formononetin, genistein in ferulno kislino. Lopez Gutierréz in sod. (2016) pa so 
tekom enoletnega skladiščenja matičnega mlečka dokazali vsebnost acacetina, apigenin-6-
0-glukozida, apigenin-7-0-glukozida, apigenin-8-C-glukozida, biokanina A, krizina, 
daidzeina, gliciteina, izoramnetina, kamferola, luteolin-6-C-glukozida, rutina, 
tamariksetina, kvercetina in kvercetin-3-O-glukozida oz. kvercetin-3-0-galaktozida in 
pinocembrina. Salicilne kisline, ki smo jo v matičnem mlečku v okviru naše raziskave 
določili v največjih vsebnostih, t.j. v povprečju 270,65 µg/g, v literaturi nismo zasledili. Ne 
moremo z gotovostjo trditi, da je bila identificirana spojina res salicilna kislina, saj bi lahko 
med analizami prišlo do morebitnih napak in bi nam detektor podal napačen rezultat oz. 
podal spojino z isto molsko maso, kot jo ima omenjena fenolna kislina. 
 
Antioksidativno učinkovitost smo določili z dvema metodama. Izkazalo se je, da so vsi 
vzorci matičnega mlečka antioksidativno učinkoviti. Rezultati so pokazali, da ima vzorec, 
ki vsebuje največ SFS, ki reagirajo s F-C reagentom, hkrati tudi največjo antioksidativno 
učinkovitost. Obe uporabljeni metodi za določanje antioksidativne učinkovitosti sta 
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DPPH· sta najslabšo oksidativno stabilnost pokazala vzorca MM3 in MM11, ki sta imela 
najmanjši % inhibicije, pri analizi sposobnosti redukcije železovega iona pa MM8. 
Ugotovili smo, da je masna koncentracija SFS v reakcijski mešanici premosorazmerna 
antioksidativni učinkovitosti. Dezmirean in sod. (2012) in Mihai in sod. (2011) so 
primerjali antioksidativno učinkovitost matičnega mlečka z antioksidativno učinkovitostjo 
medu in propolisa in ugotovili, da ima največji odstotek inhibicije radikala DPPH· 
propolis, zatem matični mleček in nazadnje med.  
 
Zelo pomemben parameter kakovosti matičnega mlečka je vsebnost 10-HDA, maščobne 
kisline, ki je v drugih naravnih proizvodih ne najdemo. Glede na ISO standard naj bi svež 
matični mleček vseboval vsaj 1,4 g 10-HDA/100 g. Vsebnosti 10-HDA v preiskovanih 
vzorcih matičnega mlečka so obsegale vrednosti od 1,25 g/100 g do 4,61 g/100 g. Vzorci z 
oznakami MM1- MM11 so pridelki kranjske čebele Apis mellifera carnica, MM12 pa po 
vsej verjetnosti pridelek kitajske čebele Apis cerana cerana. Količina 10-HDA je odvisna 
od izvora in lastnosti čebel. Wytrychowski in sod. (2013) navajajo, da matični mleček 
neevropskega izvora vsebuje manjše količine 10-HDA, v povprečju 1,5 g/100 g, matični 
mleček italijanskega in francoskega porekla pa v povprečju 2,4 g/100 g. Matični mleček 
kitajskega porekla z oznako MM12 ni dosegal standarda kakovosti za svež matični mleček 
glede vsebnosti 10-HDA, saj je le-ta znašala 1,25 g/100 g. Eden od razlogov bi lahko bil ta, 
da omenjeni vzorec pred analizo ni bil zamrznjen kot ostali vzorci matičnega mlečka. 
Proizvajalec navaja, da naj bi se ta do odprtja hranil na sobni temperaturi, po odprtju pa pri 
4 °C. Ostali so bili skladiščeni pri temperaturi -18 °C 6 mesecev. Antinelli in sod. (2003) 
so v raziskavi potrdili, da se je vsebnost 10-HDA pri francoskem matičnem mlečku, 
shranjenem pri 4 °C 6 mesecev, zmanjšala za 8,3 %, pri istem matičnem mlečku, 
shranjenem pri -18 °C, pa za 4 %.  Izgube 10-HDA so tako med skladiščenjem pri višjih 
temperaturah večje, nanj pa vpliva tudi homogenizacija vzorca, variirajoče temperature pri 
hranjenju pri 4 °C in oksidacija lipidov ob prisotnosti kisika. Pri -18 °C je izguba 10-HDA 
bolj ali manj zaustavljena, pri 4 °C pa je glavni razlog razgradnje te kisline oksidacija.  
 
S t-testom testom smo ugotavljali kakšen vpliv ima posamezen pridelovalec matičnega 
mlečka na parametre, ki smo jih določali. Rezultati so pokazali, da se vzorci matičnega 
mlečka med seboj statistično značilno razlikujejo v vseh parametrih, razen v vsebnosti 
katehina in siringične kisline. Slovenski čebelarji pri katerih smo vzorčili matični mleček, 
so le-tega pobirali v različnih časovnih obdobjih od maja do septembra 2015. Piana in sod. 
(2006) ugotavljajo, da matični mleček pobran julija in avgusta vsebuje predvsem cvetni 
prah vetrocvetk in rastlin, ki cvetijo kasneje, matični mleček nabran v času kostanjeve 
paše, pa kaže bistveno večjo vsebnost cvetnega prahu in s tem različno sestavo (Kandolf 
Borovšak in sod., 2017).  
 
Z Duncanovim testom smo analizirali vpliv pridelovalca matičnega mlečka na posamezne 
parametre in ugotovili, da v povprečnih vrednostih analiziranih parametrov po 
obravnavanjih obstajajo statistično značilne razlike med vzorci matičnega mlečka različnih 
čebelarjev. Glede na vsebnost SFS, izraženo kot ekvivalent galne kisline, hesperetina oz. 
hesperidina, smo ugotovili, da se vzorec MM12 razlikuje od ostalih vzorcev matičnega 
mlečka. Glede na vsebnost SFS, izraženo kot ekvivalent galne kisline, hesperetina oz. 
hesperidina po predhodni SPE pa sta kazala statistično značilne razlike MM5 in MM11. 
Glede vsebnosti flavonoidov, izražene kot ekvivalent katehina oz. rutina, se je statistično 
značilno razlikoval vzorec MM3, glede na antioksidativno učinkovitost, določeno s FRAP 
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oz. DPPH∙ metodo, pa vzorec MM2. Če primerjamo vsebnosti 10-HDA v vzorcih 
matičnega mlečka, ugotovimo, da kažeta statistično značilne razlike vzorca MM4 in 
MM10. Glede vsebnosti posameznih fenolnih spojin je kazal vzorec MM11 največ 
statistično značilnih razlik, saj se je od večine vzorcev razlikoval v največ parametrih, 
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Na podlagi dobljenih rezultatov smo postavili naslednje sklepe: 
 
 Rezultati vsebnosti skupnih fenolnih spojin (SFS) v vzorcih matičnega mlečka, 
dobljeni s tekočinsko kromatografijo, sklopljeno z masnim spektrometrom (LC-
MS), in Folin-Ciocalteu metodo (F-C) ob predhodni ekstrakciji na trdni fazi (SPE) 
(galna kislina in hesperetin) so medsebojno primerljivi.  
 V vzorcih matičnega mlečka smo s pomočjo standardnih spojin od flavonoidov 
določili apigenin, krizin, galangin, miricetin, luteolin, pinocembrin, katehin, 
hesperetin, kvercetin, naringenin, od fenolnih kislin pa protokatehuično, kavno, 
klorogensko, galno, siringično, elagično, ferulno in salicilno kislino. 
 Vsi vzorci matičnega mlečka so antioksidativno učinkoviti,  rezultati so primerljivi 
s podatki iz literature. 
 Metodi, s katerima smo  določali antioksidativno učinkovitost (analiza sposobnosti 
lovljenja DPPH∙ in analiza sposobnosti redukcije železovega iona), sta pokazali 
linearno povezavo (r =0,82). 
 Vsebnost 10-HDA v matičnem mlečku je primerljiva s podatki iz literature, večina 
dosega standard kakovosti za svež matični mleček. Povprečna vsebnost 10-HDA v 
slovenskem matičnem mlečku znaša 2,86 g/100 g. 
 Pozitivne korelacije med vsebnostjo posameznih FS, določeno z LC-MC, in 
antioksidativno učinkovitostjo ni.  
 Obstaja statistično značilna korelacija med vsebnostjo SFS v matičnem mlečku in 
antioksidativno učinkovitostjo. Pearsonov korelacijski koeficient znaša 0,79. 
 Vsebnost skupnih flavonoidov v matičnem mlečku ni v statistično značilni 
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Antioksidanti so snovi, ki ugodno vplivajo na naše zdravje, pomagajo ohranjati mladost, 
vitalnost in preprečujejo nastanek nekaterih bolezni, med njimi tudi degenerativnih, kot je 
rak. Ljudje smo vsakodnevno izpostavljeni stresu in neredni ter nekakovostni prehrani, 
zato je dobro vedeti na kakšen način telesu zagotoviti zadostno količino antioksidantov. 
 
Pomembno vlogo igrajo naravni antioksidanti, med katere spada tudi matični mleček. Ta je 
vir fenolnih spojin (FS), ki delujejo antioksidativno (odstranjujejo proste radikale), 
protivirusno, protiglivično in kardioprotektivno (Pasupuleti in sod., 2017). Dodatno 
vrednost mu daje 10-HDA, specifična maščobna kislina, značilna samo za matični mleček, 
ki ima protitumorski učinek in ugodno vpliva na življenjsko dobo (Oršolić, 2013; Detienne 
in sod., 2014; Honda in sod., 2015). Z omenjenimi blagodejnimi učinki ima matični 
mleček veliko prehransko vrednost, kar vpliva na čedalje večje zanimanje za ta čebelji 
pridelek pri potrošnikih.  
 
V raziskavi smo želeli določiti fenolni profil slovenskega matičnega mlečka in ugotoviti 
antioksidativno učinkovitost posameznih vzorcev glede na vsebnost skupnih fenolnih 
spojin (SFS). Analizirane parametre smo opisali z osnovnimi statističnimi parametri ter jih 
statistično obdelali z namenom, da bi ugotovili ali obstajajo statistično značilne razlike 
med posameznimi vzorci. Rezultate smo primerjali z obstoječimi podatki iz literature. 
 
Vsebnost SFS smo določili brez ali s predhodno ekstrakcijo na trdni fazi (SPE), izraženo 
kot ekvivalent galne kisline, hesperetina oz. hesperidina. Uporabljena metoda za določanje 
SFS ima velik vpliv na končni rezultat. Pri določanju SFS s Folin-Ciocalteu reagentom (F-
C) brez predhodne SPE smo dobili največje vsebnosti. Povprečna vsebnost SFS v vzorcih 
slovenskega matičnega mlečka, določena kot ekvivalent galne kisline, je znašala 0,36 
mg/g, kot ekvivalent hesperetina 0,42 mg/g in kot ekvivalent hesperidina 1,18 mg/g. 
Vsebnost SFS ob predhodni SPE izražena kot ekvivalent galne kisline je znašala od 0,27 
mg/g, kot ekvivalent hesperetina 0,29 mg/g, kot ekvivalent hesperidina pa 1,24 mg/g. Z 
LC-MS metodo smo določili vsebnosti posameznih FS, jih sešteli in dobili vrednost za 
SFS, ki je v povprečju znašala 0,282 mg/g. Ugotovili smo, da metode niso linearno 
povezane, rezultati pa so med seboj primerljivi, izstopa zgolj vsebnosti SFS, določene kot 
ekvivalent hesperidina. Kljub podobnim rezultatom, se zdi, da je galna kislina bolj 
primerna za tovrstne analize, saj je dosegljiva kot stabilna in čista substanca, poleg tega pa 
je tudi cenejša od hesperetina. Pri omenjenih analizah je priporočljiva uporaba SPE, saj na 
ta način iz vzorca odstranimo tudi sladkorje, aminokisline in vitamine, ki bi lahko reagirali 
s F-C reagentom in podali večje rezultate. 
 
Vsebnosti posameznih FS v matičnem mlečku smo določili z LC-MS. Pred izvedbo analiz 
z LC-MS smo iz vzorcev matičnega mlečka odstranili ogljikove hidrate in ostale moteče 
komponente s pomočjo SPE s kolonami Strata-X. V vzorcih matičnega mlečka smo od 
fenolnih kislin določili salicilno, ferulno, elagično, siringično, protokatehuično, kavno, 
klorogensko in galno kislino ter od flavonoidov miricetin, krizin, naringenin, galangin, 
pinocembrin, hesperetin, luteolin, apigenin, kvercetin in katehin. Razvidno je, da imajo 
različni vzorci slovenskega matičnega mlečka podoben, a kvantitativno različen fenolni 
profil. Vsi analizirani vzorci so vsebovali omenjene FS v variabilnih koncentracijah. V 
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največjih količinah se je vzorcih nahajala salicilna kislina, t.j. 0,266 mg/g matičnega 
mlečka. Vsebnost ostalih fenolnih spojin je bila bistveno manjša.  
 
Vsebnost skupnih flavonoidov smo v matičnem mlečku smo določali spektrofotometrično. 
Z analizo smo ugotovili, da je vsebnost flavonoidov, določena kot ekvivalent katehina v 
gramu slovenskega matičnega mlečka v povprečju znašala 0,09 mg, vsebnost flavonoidov, 
določena kot ekvivalent rutina, pa 0,27 mg.  
 
Antioksidativno učinkovitost smo določali z dvema metodama, DPPH∙ in FRAP, ter 
dokazali medsebojno linearno povezavo. 
 
Večina vzorcev matičnega mlečka je ustrezala standardu kakovosti za svež matični mleček, 
ki kot minimalno vsebnost 10-HDA navaja 1,4 g/100 g. Izstopal je le vzorec z oznako 
MM12, v katerem vsebnost 10-HDA ni zadoščala standardu kakovosti. 
 
Z našo raziskavo smo deloma potrdili hipotezo, da naj bi bila vsebnost skupnih in 
posameznih FS v analiziranih matičnih mlečkih primerljiva s podatki iz literature. 
Primerjava je težko izvedljiva, saj za določitev FS v matičnem mlečku ni neke 
standardizirane metode. Raziskovalci najpogosteje uporabljajo HPLC, LC-MS in F-C 
metodo, te metode temeljijo na različnih principih in eksperimentalnih pogojih, pogosto pa 
so prisotne tudi različne modifikacije iste metode, kar dodatno otežuje medsebojno 
primerjavo rezultatov. Vsebnost FS v matičnem mlečku je zelo spremenljiva, zato 
natančnih vrednosti, ki bi omogočale karakterizacijo slovenskega matičnega mlečka, ni 
mogoče podati. Potrebovali bi večje število vzorcev in dodatne standardne spojine, s 
katerimi bi potrdili prisotnost drugih, v tej raziskavi neomenjenih FS, ki jih matični mleček 
še vsebuje. Antioksidativna učinkovitost ter vsebnost 10-HDA v matičnem mlečku sta 
primerljivi z obstoječo literaturo.  
 
Predvidevali smo, da vsebnost posameznih in skupnih FS vpliva na antioksidativno 
učinkovitost. Z analizami smo hipotezo potrdili oz. dokazali pozitivno korelacijo med 
vsebnostjo SFS in antioksidativno učinkovitostjo matičnega mlečka.  
 
Predpostavili smo, da pridelovalec matičnega mlečka statistično značilno vpliva na 
raziskovane parametre. S statistično obdelavo smo hipotezo potrdili le deloma, saj so bile 
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Priloga A: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti apigenina v matičnem mlečku – LC-MS 
 
 
 Priloga B: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti krizina v matičnem mlečku – LC-MS 
 
y = 26945x + 3E+06 
















Masna koncentracija apigenina (mg/l 
y = 45473x + 3E+06 


















Masna koncentracija krizina (mg/l) 
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Priloga C: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti galangina v matičnem mlečku – LC-MS 
 
 










y = 31460x + 3E+06 
















Masna koncentracija galangina (mg/l) 
y = 13696x + 225934 


















Masna koncentracija miricetina (mg/l) 
Rak M.  Fenolni profil slovenskega matičnega mlečka.  




Priloga E: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti luteolina v matičnem mlečku – LC-MS 
 
 
Priloga F: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti pinocembrina v matičnem mlečku – LC-MS 
y = 27389x + 2E+06 














Masna koncentracija luteolina (mg/l) 
y = 49450x + 4E+06 
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Priloga G: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti protokatehuične kisline v matičnem mlečku – LC-MS 
 
Priloga H: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti kavne kisline v matičnem mlečku – LC-MS 
y = 29487x + 407225 
















Masna koncentracija protokatehuične kisline (mg/l)  
y = 51968x + 179229 














Masna koncentracija kavne kisline (mg/l) 
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Priloga I: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti klorogenske kisline v matičnem mlečku – LC-MS 
 
 
Priloga J: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti galne kisline v matičnem mlečku – LC-MS 
y = 5293,8x + 35159 














Masna koncentracija klorogenske kisline (mg/l) 
y = 21171x + 300729 














Masna koncentracija galne kisline (mg/l) 
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Priloga K: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti siringične kisline v matičnem mlečku – LC-MS 
 
 
Priloga L: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti elagične kisline v matičnem mlečku – LC-MS 
 
y = 137,47x + 1917,2 

















Masna koncentracija siringične kisline (mg/l) 
y = 8068,4x - 102718 
















Masna koncentracija elagične kisline (mg/l) 
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Priloga M: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti katehina v matičnem mlečku – LC-MS 
 
 
Priloga N: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti ferulne kisline v matičnem mlečku – LC-MS 
 
y = 6450,8x + 85723 

















Masna koncentracija katehina (mg/l) 
y = 3837,3x - 10800 
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Rak M.  Fenolni profil slovenskega matičnega mlečka.  




Priloga O: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti hesperetina v matičnem mlečku – LC-MS 
 
 
Priloga P: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti kvercetina v matičnem mlečku – LC-MS 
y = 22852x + 600814 















Masna koncentracija hesperetina (mg/l) 
y = 59327x + 1E+06 
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Priloga R: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti naringenina v matičnem mlečku – LC-MS 
 
 
Priloga S: Umeritvena krivulja za določanje vsebnosti salicilne kisline v matičnem mlečku – LC-MS 
 
y = 47514x + 967583 















Masna koncentracija naringenina (mg/l) 
y = 6664,3x + 20584 
















Masna koncentracija salicilne kisline(mg/l) 
